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 RESUMEN 
 
Las actividades antropocéntricas han impactado el ciclo del nitrógeno (N). El uso 
indiscriminado de fertilizantes nitrogenados en los sistemas de producción agrícola 
ha generado una influencia negativa en el ambiente ya que el 70% de los mismos 
se pierde debido a la nitrificación y a otros procesos asociados. La nitrificación es 
un proceso microbiológico que genera nitrato (NO3-)  y promueve la pérdida de los 
fertilizantes nitrogenados por escorrentía. El proceso asociado con la nitrificación, 
la desnitrificación, genera óxido nitroso (N2O) a través de la volatilización del N. 
Este hecho hace que la eficiencia del uso del nitrógeno (NUE) y el manejo de 
nutrientes representen un gran problema para la mayoría de cultivos en general. 
Ciertas plantas pueden suprimir la nitrificación en el suelo a través de la liberación 
de inhibidores presentes en los exudados de sus raíces. Este fenómeno se conoce 
como Inhibición Biológica de la Nitrificación (BNI). La regulación de la nitrificación 
podría ser una estrategia clave para mejorar el reciclamiento del N y la NUE 
agronómica de los cultivos. En este estudio se determinó y confirmó el efecto que 
ejercen los exudados de las raíces de Brachiaria humidicola en el número de 
genes funcionales ammonia-oxigenasa (amoA) y genes de las subunidades 
pequeñas de los rRNAs ribosomales (SSU rRNA) en poblaciones de bacterias y 
archaeas del suelo involucradas en el proceso de la nitrificación. 
 
El material vegetal se seleccionó con base en la habilidad de las raíces para inhibir 
la nitrificación (determinada a través del ensayo de bioluminiscencia y análisis 
químicos de muestras de suelo). Dicho material consistió de dos accesiones de B. 
 humidicola: CIAT 679, CIAT 16888; Brachiaria híbrido cv. Mulato, Panicum 
maximum cv. Común, soya cv. ICAP 34 (la cual favorece la nitrificación), y el 
control (suelo desnudo sin plantas). La unidad experimental consistió de una 
parcela de 10x10 m (100 m2). Se usó un diseño estadístico de bloques completos 
al azar (BCA) con tres repeticiones biológicas. El fertilizante se aplicó en forma de 
sulfato de amonio disuelto en agua en  subparcelas de 1 m2. Las muestras de 
suelo se colectaron de las subparcelas a 30 días después de la fertilización con 
sulfato de amonio en el cuarto ciclo únicamente, y a 1 y 30 días después de la 
fertilización en el quinto ciclo de crecimiento del cultivo. La cuantificación de los 
genes de las bacterias y archaeas se hizo a partir de DNA de suelo a través de 
PCR en Tiempo-Real usando combinaciones de primers específicas. La curva 
estándar requerida para la PCR en Tiempo-Real se generó a partir de DNA de 
plásmido el cual contenía inserto el producto de PCR específico del gen de 
interés; a saber, gen de las subunidades pequeñas de los rRNAs ribosomales 
(SSU rRNA) de bacteria, gen amoA de bacterias amonia-oxidantes (AOB), gen las 
subunidades pequeñas de los rRNAs ribosomales (SSU rRNA) de archaea, y el 
gen amoA de archaeas amonia-oxidantes (AOA). 
 
Los datos moleculares  (expresados en número de copias del gen de interés / g de 
suelo seco) confirmaron que B. humidicola CIAT 16888 posee la habilidad de 
inhibir la nitrificación (actividad BNI) al observarse un menor número de copias de 
los genes amoA de AOB y AOA en las parcelas de este genotipo en comparación 
con los controles (soya y suelo desnudo) y los demás pastos tropicales. La 
población total de bacterias del suelo (expresada como número de copias del gen 
 SSU rRNA / g de suelo seco) no se vio afectada significativamente por los 
exudados de las raíces de B. humidicola. Esto sugiere la alta especificidad de 
tales exudados en la inhibición exclusiva de genes amoA de AOB principalmente. 
 
 Se confirmó que la aplicación de sulfato de amonio estimula la actividad BNI de B. 
humidicola ya que ésta causó un notable incremento del número de genes amoA 
de AOA y SSU rRNA de archaea en el 5to ciclo a un día después de la fertilización 
sin interferir en el efecto inhibitorio de los exudados de las raíces de esta especie. 
Se conducirán estudios futuros para caracterizar el fenómeno BNI en respuesta a 
varios factores ambientales y posteriormente identificar los genes que gobiernan la 
característica BNI para su uso en programas de fitomejoramiento de Brachiaria u 
otros cultivos. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 ABSTRACT 
Human activities have profoundly influenced the nitrogen (N) cycle. The 
indiscriminate use of nitrogen fertilizers in agricultural systems has generated a 
negative impact on the environment since around 70% of these fertilizers are lost 
due to nitrification and associated processes. Nitrification is a microbiological 
process that generates nitrate (NO3-) and promotes the losses of nitrogen fertilizers 
by leaching. Denitirifcation, an associated process with nitrification, produces 
nitrous oxide (N2O) by nitrogen volatilization. This fact is a problem for the Nitrogen 
Use Efficiency (NUE) and nutrient management for most crops. Certain plants can 
suppress soil-nitrification by releasing inhibitors from roots; a phenomenon termed 
Biological Nitrification Inhibition (BNI). Regulation of nitrification could be a key 
strategy to improve N-recovery and agronomic NUE of crops. In this study, we 
determined and confirmed the effect of root exudates of Brachiaria humidicola on 
the copy number of amoA functional genes and Small-Subunit (SSU) ribosomal 
RNA (rRNA) genes in soil populations of bacteria (AOB) and archaea, which are 
involved in the nitrification process. 
 
Vegetal material was selected based on the ability of the roots to inhibit nitrification 
(as determined by bioluminescence assay and soil chemical analyses). This 
material comprised two accessions of B. humidicola: CIAT 679, CIAT 16888; 
Brachiaria híbrido cv. Mulato, Panicum maximum cv. Común, soybean cv. ICAP 34 
(which promotes nitrification), and bare soil as control (no plants). A plot of 10 x 10 
m (100 m2) was used as the experimental unit. Three biological replications were 
 arranged in a statistical experimental design of randomized blocks (RB). Water-
dissolved ammonium sulfate was applied as fertilizer into 1 m2 subplots. Soil 
samples were collected from subplots at 1 day after fertilization in the 4th cycle 
only, and at 1 and 30 days after fertilization in the 5th growth cycle of the crops. 
Quantification of bacteria and archaea genes was performed from soil DNA 
through Real-Time PCR and using specific primer sets. Standard curve for 
quantification was constructed from plasmid DNA which contained the insert of the 
specific PCR product of the amplified target gene; i.e. bacteria Small-Subunit 
(SSU) ribosomal RNA (rRNA) gene, ammonia-oxidizing bacteria (AOB) amoA 
gene, archaea Small-Subunit (SSU) ribosomal RNA (rRNA) gene, and ammonia-
oxidizing archaea (AOA) amoA gene. 
 
Molecular data (expressed as gene copy number / g dry soil) confirmed that B. 
humidicola CIAT 16888 has the capacity of inhibiting nitrification (BNI activity). Soil 
of B. humidicola CIAT 16888 plots exhibited a lower gene copy number of AOB 
and AOA amoA genes compared to the controls (soybean and bare soil) and the 
other tropical grasses. Nevertheless, the total soil bacteria population (expressed 
as SSU rRNA gene copy number / g dry soil) was not significantly affected by the 
root exudates released from B. humidicola. This suggests the high specific nature 
of such root exudates to inhibit AOB amoA genes mainly. 
 
 It was also confirmed that the application of ammonium sulfate stimulates BNI 
activity in B. humidicola since it triggered an increase of the amoA gene copy 
number without impairing the inhibitory effect of the root exudates of this species. 
 Future efforts will be focused on the characterization of the BNI trait in response to 
several environmental factors. Subsequently, a research is needed to identify the 
genes that regulate the BNI trait. These genes could be exploited in breeding 
programs of either Brachiaria or other species. 
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1. INTRODUCCIÓN 
Las actividades humanas han influencia do profundamente el ciclo del nitrógeno 
(N). Actualmente, el uso global de fertilizantes nitrogenados ha alcanzado 
aproximadamente las 100 millones ton/año con el fin de mantener los niveles de 
producción agrícola (IFA, 2005). Aproximadamente el 70% de los fertilizantes 
nitrogenados usados en los sistemas de producción agrícolas se pierde debido a 
la nitrificación y a sus procesos asociados (Raun y Johnson, 1999; Glass, 2003). 
En suelos agrícolas altamente fertilizados e irrigados la pérdida de N en forma de 
nitratos (NO3-) a través de escorrentías puede alcanzar los 912 kg NO3- ha/año 
(Adriano et al., 1972; Pratt y Adriano, 1973). Adicionalmente, la agricultura 
representa una fuente importante de generación de óxido nitroso (N2O), un 
poderoso gas de efecto invernadero, produciendo alrededor de 70% de las 
emisiones antropocéntricas totales (Mosier, 1993; Smith et al., 1997). Se estima 
que las emisiones globales de N2O producidas por áreas cultivadas es de 3.5 
millones ton anuales, de las cuales 1.5 millones ton son directamente atribuídas al 
uso de fertilizantes nitrogenados sintéticos (Kroeze, 1994; Smith et al., 1997). Por 
otra parte, los costos de los fertilizantes se están incrementando continuamente 
haciendo la producción agrícola mas costosa que en décadas pasadas. 
 
Lograr la sincronía entre el suministro de N y la demanda de los cultivos sin causar 
exceso o deficiencia es la clave para optimizar la comercialización y el mercadeo 
considerando la productividad del cultivo, las ganancias o utilidades, y la calidad 
ambiental (Cassman, et al., 2002). Tomando en consideración los sistemas de 
producción de cereales (trigo, maíz, arroz, cebada, sorgo, mijo, avena, y centeno) 
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la eficiencia del uso del nitrógeno (NUE) es aproximadamente 33%. El 67% 
restante representa pérdidas de los fertilizantes nitrogenados a través de 
escorrentías y volatilización (Raun et al., 2002). Este hecho representa un gran 
problema en el manejo de nutrientes para la mayoría de cultivos en general. 
 
Investigaciones intensivas relacionadas con NUE se han llevado acabo en los 
últimos años a nivel fisiológico y molecular. Sin embargo, los mecanismos que 
gobiernan la adquisición y utilización del N en las plantas no han sido dilucidados 
en su totalidad debido a la complejidad de este proceso. Por lo tanto, los métodos 
convencionales para caracterizar agronómicamente genotipos que exhiben tasas 
altas de NUE deben complementarse con metodologías o estrategias novedosas. 
El fenómeno acuñado como inhibición biológica de la nitrificación (BNI) ofrece una 
vía alternativa para incrementar la NUE en los cultivos.  
 
Uno de los mayores problemas de la producción agrícola moderna es la alta 
incidencia de contaminación por nitrógeno (N) y la baja eficiencia de utilización del 
mismo. El proceso microbiológico de la nitrificación del amonio-NH4+ a nitrato-NO3-  
resulta en la transformación del relativamente inmóvil NH4+ en el altamente móvil 
NO3-, que puede resultar en pérdidas significativas de N derivadas del proceso de 
desnitrificación, y escorrentía del NO3- (Subbarao et al., 2006a). Este hecho resulta 
en la contaminación ambiental y en el uso ineficiente del N presente en forma 
natural en el suelo, y del N aplicado en forma de fertilizantes en los ecosistemas 
de producción de cultivos agrícolas (Raun y Johnson, 1999; Giles, 2005; Subbarao 
et al., 2006a). La pérdida de N de la zona de la raíz tiene sustanciales 
 3
implicaciones económicas, representado pérdidas valoradas en 15 billones de 
dólares/año en pérdidas de fertilizantes solamente, más los costos no estimados 
de los impactos ambientales tales como contaminación con N de los acuíferos 
subterráneos, la eutrificación de los cuerpos de agua superficiales, y la 
contaminación de la atmósfera (Raun y Johnson, 1999; Giles, 2005; Subbarao et 
al., 2006a). Del mismo modo, se ha reportado la incidencia de cáncer de 
estómago en humanos, particularmente en infantes, y de linfoma no-Hodgkin 
(LNH) debido a la ingesta de agua contaminada con nitratos (Hill et al., 1973; 
Weisenburger, 1991). 
 
La nitrificación, un proceso microbiológico, es un componente clave y parte 
integral del ciclo del N. Durante la nitrificación, una forma relativamente inmóvil de 
N (amonio-NH4+) es convertido en el altamente móvil nitrato (NO3-). El nitrato 
formado es susceptible a pérdidas vía infiltración y a conversión a formas 
gaseosas vía desnitrificación. A menudo, menos del 30% del N aplicado en forma 
de fertilizantes químicos es recuperado  en sistemas agrícolas intensivos, debido 
mayormente a las pérdidas asociadas directa e indirectamente con el proceso de 
la nitrificación. La eficiencia del uso del N (NUE) se define como la biomasa 
producida por unidad de N asimilado y es una función conservativa en la mayoría 
de sistemas biológicos. La supresión de la nitrificación junto con sus pérdidas 
asociadas de N constituye potencialmente un componente clave en cualquier 
estrategia para mejorar la recuperación del N y la NUE agronómica. Por tal motivo, 
la supresión/inhibición de la nitrificación en ecosistemas agrícolas es un paso 
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crítico necesario para mejorar la NUE agronómica y mantener la calidad ambiental 
(Subbarao et al., 2006a). 
 
El concepto de plantas que liberan compuestos inhibitorios que suprimen la 
nitrificación en el suelo ya ha sido reportada (Lodhi, 1982; Bradley et al., 1988; 
White 1988, 1991). Investigaciones recientes han mostrado que ciertos pastos 
tropicales tales como Brachiaria humidicola tienen la habilidad de liberar 
compuestos químicos de la raíz que inhiben o suprimen la nitrificación en el suelo, 
y este atributo ha sido nombrado inhibición biológica de la nitrificación (BNI) 
(Subbarao et al., 2006b). 
 
Estudios anteriores sugieren una alta variabilidad en la liberación de los 
compuestos-BNI a partir de las raíces de B. humidicola, indicando que la liberación 
de los compuestos-BNI se debe más probablemente a un atributo regulado que 
una característica cuantitativa. La actividad nitrificante y las tasas de crecimiento 
se incrementan gracias a la disponibilidad en el suelo de NH4+ proveniente de los 
fertilizantes o liberado por la mineralización de la materia orgánica del suelo 
(Robinson, 1963; Woldendorp y Laanbroek, 1989). Si la característica BNI se ha 
desarrollado como un mecanismo adaptativo para conservar el N e incrementar el 
uso eficiente del mismo en los ecosistemas naturales, la liberación de los 
compuestos-BNI de las raíces se asocia probablemente con la disponibilidad de N 
en la zona de la rizósfera (Rao et al., 1996). 
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Subbarao et al., 2009 reportó el descubrimiento de un inhibidor eficiente de la 
nitrificación en los exudados de las raíces del pasto forrajero tropical Brachiaria 
humidicola (Rendle) Scheick. Este inhibidor fue nombrado como “brachialactona” y 
el mismo contribuyó con un 60 a 90% de la actividad inhibidora liberada de las 
raíces de este pasto tropical. “Brachialactona” probablemente afecta las dos rutas 
enzimáticas en Nitrosomonas (una bacteria amonia-oxidante implicada en el 
proceso de la nitrificación), i.e. AMO (amonia-monooxigenasa) y HAO 
(hidroxilamina oxidoreductasa). La liberación de este inhibidor es una función 
regulada inducida y mantenida por la disponibilidad de amonio (NH4+) en el nicho 
radicular. La liberación de “Brachialactona” se restringe exclusivamente a las 
raíces que están directamente expuestas a amonio. En un experimento 
establecido por 3 años pastos de Brachiaria suprimieron las poblaciones 
nitrificantes del suelo [determinadas como número de genes amoA en bacterias 
amonia-oxidantes (AOB) y archaeas ammonia-oxidantes (AOA)], junto con las 
tasas de nitrificación y las emisiones de óxido nitroso (N2O). El proceso de 
investigación para determinar el número de genes en AOB y AOA se detalla en 
esta tesis. 
 
Se cree que la filosofía actual de adición masiva de fertilizantes a los sistemas de 
producción agrícola a gran escala no representa un factor limitante; este hecho ha 
resultado en la aplicación desmedida de fertilizantes (especialmente N) sin tomar 
en consideración el impacto ambiental generado. Los excesos en la aplicación de 
N se realizan en parte para sostener sistemas de producción intensivos y así suplir 
las necesidades alimentarias mundiales. Estas aplicaciones excesivas de N 
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estimadas en 100 millones ton de N fijado industrialmente tiene muchas 
implicaciones ambientales en su mayoría debido a la nitrificación y las pérdidas de 
N asociadas con los sistemas de producción agrícolas. Es necesario, por lo tanto, 
desarrollar estrategias para el uso eficiente del N en la producción de cultivos que 
sean capaces de suplir los requerimientos de altos niveles de producción y 
además sean conscientes de los problemas ambientales actuales (Subbarao et al., 
2006a). Por consiguiente, la explotación de la función BNI podría convertirse en 
una novedosa estrategia para desarrollar sistemas agronómicos con tasa bajas de 
nitrificación, beneficiando tanto a la agricultura y al medio ambiente (Subbarao et 
al., 2009). 
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2. MARCO TEÓRICO 
2.1 El género Brachiaria 
Brachiaria es el género de pastos forrajeros más extendido y cultivado en el 
trópico abarcando alrededor de 100 especies dispersadas principalmente en África 
(Miles et al., 1996). El gran interés de tipo agronómico que despierta este género 
se basa en el hecho de que genera pasturas de gran calidad, aumentando la 
eficiencia en la producción de carne de ganado, principalmente el vacuno. Se dice 
que en Sudamérica cubre vastas regiones con más de 250 millones de hectáreas 
y con una proyección creciente. Brasil es el país de la región con la mayor 
cantidad de superficie sembrada (40 millones de hectáreas). En Colombia, 
actualmente Brachiaria es el género de gramíneas más cultivado por sus 
bondades agronómicas (Rivas y Holmann, 2004).  
 
Las especies de Brachiaria que más han sido utilizadas para establecer pasturas 
debido a sus bondades agronómicas son: B. decumbens cv. Basilisk, B. 
humidicola, B. brizantha, y B. ruziziensis y últimamente el híbrido Mulato (un cruce 
entre B. brizantha, y B. ruziziensis). 
 
2.2 Brachiaria humidicola 
2.2.1 Taxonomía 
Clase: Monocotyledoneae 
Orden: Poales 
Familia: Poaceae (alt. Gramineae) 
Subfamilia: Panicoideae 
Tribu: Paniceae  
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Género: Brachiaria (Trin.) Griseb. 
Especie: Brachiaria humidicola (Rendle) Schweick 
 
2.2.2 Origen 
Según la escasa información que se tiene al respecto, B. humidicola es una planta 
introducida posiblemente de Zimbabwe (antigua Rodesia) y Kenia, África, donde 
también se conoce como B. dictyoneura, aunque según Bogdan (1977), B. 
humidicola es mucho más estolonífera y el número de cromosomas es 2n= 72, 
mientras que B. dictyoneura es más erecta y el número de cromosomas es 2n= 
42. 
 
2.2.3 Características agronómicas 
Se trata de una planta perenne con tallos florales (hasta de 50 cm), estolonífera de 
hojas lanceoladas que tolera niveles altos de Al intercambiable y baja fertilidad 
natural; crece en suelos de pH 4.0-4.6 y también tolera muy bien la sombra. Una 
de las características que ha hecho muy popular esta especie, sobretodo en el 
trópico húmedo de Brasil, es su tolerancia a los insectos, especialmente el 
salivazo o mión (Aeneolamia sp., Zulia sp.) al cual es muy susceptible B. 
decumbens; además, por su hábito y vigor de crecimiento también compite muy 
bien con las malezas (Tergas, 1991). 
 
Se han reportado producciones promedio anuales de materia seca entre 15-30 
ton/ha, dependiendo de la fertilidad del suelo, pero casi siempre muestra una 
productividad superior a otras gramíneas, sobre todo en el segundo año de 
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establecimiento, en condiciones de suelos ácidos e infértiles en los cuales se 
aplica solamente alrededor de 50 Kg P2O5/ha. Por su tolerancia a la sequía, la 
producción de materia seca en la estación seca puede alcanzar el 30-40% de la 
producción total anual, según la duración e intensidad del período (Tergas, 1991). 
 
2.2.4 Usos 
Brachiaria humidicola es una especie de pasto muy productivo cultivado 
ampliamente en países tropicales húmedos de Sudamérica y otros países 
tropicales alrededor del mundo (Tergas, 1991). Su principal uso es como alimento 
para ganado (pastoreo) y como cultivo de cobertura para el control de la erosión y 
malezas. 
 
A pesar de que se ha documentado que el pasto es bien consumido por los 
animales cuando no está maduro, se ha encontrado que la digestibilidad aparente 
de la materia seca es solamente del 50-58%. También se ha observado que 
cuando el pasto madura rápidamente, tanto en la estación seca como en la 
lluviosa, el pastoreo se vuelve bastante selectivo hacia las hojas jóvenes del 
rebrote tierno de la planta (Tergas, 1991). 
 
2.3 Nitrificación y su papel en el ciclo del nitrógeno (N) 
La nitrificación junto con la fijación del N y la desnitrificación constituyen procesos 
importantes que han influenciado profundamente el ciclo terrestre del N (Figura 1). 
La nitrificación se lleva a cabo por dos grupos de bacterias quimio-litotróficas 
(Nitrosomonas sp. y Nitrobacter sp.), las cuales son componentes abundantes de 
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todas las poblaciones microbianas del suelo. Las bacterias nitrificantes poseen la 
habilidad de sobrevivir períodos largos en estado de dormancia (Belser, 1979). 
Otras especies de bacterias tales como Nitrosocystus y Nitrosospira, y algunos 
hongos heterotróficos tales como Aspergillus flavus también desempeñan un papel 
importante en algunos ecosistemas (Sommer et al., 1976). 
 
La oxidación biológica del NH4+ a NO3- es conocida como “nitrificación” (Jarvis, 
1996). El proceso de la nitrificación ofrece el mayor potencial (en el ciclo del N) 
para los cambios que podrían incrementar la eficiencia del uso del N. Solo al 
cambiar la forma de N a nitrato lo hace muy susceptible a ser desnitrificado o 
infiltrado a partir de la zona de la rizósfera. Este cambio también afecta en como el 
N es absorbido por las plantas y la forma del N que ingresa en el ciclo del N o se 
pierde al ambiente (Norton et al., 2002) (Figura 1). 
 
La nitrificación es llevada a cabo por dos grupos de bacterias (Nitrosomonas sp. y 
Nitrobacter sp.), las cuales hacen parte importante de las poblaciones microbianas 
del suelo (Belser, 1979). Últimamente se ha reportado que las archaeas amonia-
oxidantes son más abundantes que las bacterias amonia-oxidantes, lo cual 
sugiere que las primeras pueden ser los microorganismos amonia-oxidantes más 
abundantes en los ecosistemas terrestres por lo que  su implicación en el proceso 
de la nitrificación también podría ser importante (Leininger et al., 2006).  
 
El proceso de la nitrificación por lo general es más rápido en suelos con un pH ≥ 
6.0, pero más lento en suelos con un pH ≤ 5.0. En condiciones ácidas, el 
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amoníaco (NH3) se presenta principalmente como amonio (NH4+), de este modo 
no es apropiado como sustrato para la acción de la enzima amonia-
monooxigenasa (Suzuki et al., 1974). Microorganismos nitrificantes aislados de 
suelos ácidos no fueron capaces de realizar sus actividades nitrificantes en 
cultivos líquidos a un pH inferior a 5.5 (Prosser, 1989). No obstante, la nitrificación 
se desarrolla en suelos con pH ≤ 4.0 (Vitousek et al., 1982). Varias teorías han 
sido propuestas para explicar la nitrificación en suelos ácidos incluyendo la 
existencia de cepas ácido-tolerantes, micrositios con niveles de pH relativamente 
superior, asociaciones sintrópicas con organismos mineralizadores, y protección 
vía formación de agregados (Kowalchuk y Stephen, 2001). 
 
El catabolismo del amoníaco (por las bacterias amonia-oxidantes tales como 
Nitrosomonas sp.) se da en dos pasos. El amoníaco es inicialmente oxidado a 
hidroxilamina por acción de la enzima amonia monooxigenasa (AMO), enzima que 
contiene cobre y hace parte de una proteína de membrana (Basu et al., 2003). La 
hidroxilamina es después oxidada a nitritos por acción de la enzima hidroxilamina 
oxidoreductasa (HAO). Esta oxidación libera cuatro electrones, dos de los cuales 
son devueltos a la enzima AMO para mantener la oxidación del amoniaco. Los dos 
electrones restantes quedan disponibles para suplir las necesidades reductoras de 
la célula (por ejemplo, la generación de NADPH), el cual es la única fuente de 
energía de estas bacterias litoautotróficas (Bock et al., 1991).  
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Figura 1. Ciclo terrestre del nitrógeno (N). 
Fuente: Subbarao et al., 2006a. 
 
2.3.1 Nitrificación y la eficiencia del uso del nitrógeno (NUE) en los sistemas 
agrícolas. 
La conversión rápida de NH4+ a NO3- en el suelo limita la efectividad de la mayor 
parte del N aplicado en forma de fertilizante. Alrededor del 90% de los fertilizantes 
nitrogenados se aplican al suelo en forma de NH4+, el cual es en su mayoría 
nitrificado dentro de cuatro semanas después de la aplicación (Sahrawat, 1980a). 
Para la mayoría de los suelos arables, la nitrificación es tan rápida y universal que 
las aplicaciones de NH4+-N generalmente pueden considerarse como casi 
equivalentes a la aplicación de NO3—N (Mason, 1992; Strong y Cooper, 1992). 
Siendo un catión, el NH4+, es adsorbido por fuerzas electroestáticas a la superficie 
de las partículas de arcilla negativamente cargadas y a los grupos funcionales de 
la materia orgánica del suelo. Esta adsorción es suficiente para limitar las pérdidas 
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de N por infiltración (Amberger, 1993). Así, la nitrificación del NH4+-N resulta en la 
transformación del N de su forma relativamente inmóvil (NH4+) a su forma 
altamente móvil (NO3-), lo cual provee un mayor potencial para que el N se vuelva 
susceptible a la infiltración. Esta transformación además facilita que el N se 
escape a la atmósfera en forma de moléculas gaseosas (N2O, NO, y N2) (Figura 
1). Estas pérdidas de N reducen la efectividad de las fertilizaciones nitrogenadas y 
pueden tener serias implicaciones ambientales cuando excesos de N entran a un 
sistema natural (Jarvis, 1996). Aparte de la volatilización del amoníaco (Grant et 
al., 1996), la nitrificación se asocia con la mayoría de las principales vías de 
pérdidas de N, la desnitrificación y la pérdida de NO3- por escorrentía (Barker y 
Mills, 1980). Desde el punto de vista agrícola, manteniendo el N en la forma de 
NH4+ tiene la ventaja de extender el tiempo que el N se mantiene en la rizósfera, 
brindando a la planta más tiempo para que pueda absorberlo (Slangen and 
Kerkhoff, 1984). 
 
2.3.2 Nitrificación y sistemas de producción agrícolas presentes y futuros 
La nitrificación parece desempeñar un papel relativamente menor en muchas 
comunidades clímax de ecosistemas naturales. Este hecho es contrastante con 
los sistemas de producción agrícola a gran escala donde la nitrificación es un 
proceso vital que causa un impacto importante al ciclo del N (Haynes y Goh, 
1978). Los sistemas agrícolas modernos depende asiduamente de aplicaciones 
masivas de fertilizantes nitrogenados para mantener su productividad ya que el N 
fijado de forma natural no es el adecuado para los sistemas de producción a gran 
escala (Dinnes et al., 2002; Evenson y Gollin, 2003). Las leguminosas, usando su 
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capacidad para fijar el N atmosférico vía simbiosis con microorganismos de la 
rizósfera, suplen la cantidad de N fijado disponible para los cultivos.  
 
El siglo 20 fue testigo de cambios significativos generados por el desarrollo 
acelerado de los sistemas de producción agrícolas modernos (Rabalais et al., 
2006): 
 
1) Disminución en el uso de diversos cultivos de rotación. 
2) Separación de los sistemas de producción de cultivos de la producción 
ganadera. 
3) Cambios en la intensidad de arado y cultivo del suelo. 
4) Aumento en el riego y drenaje de suelos agrícolas. 
5) Incremento en el uso de fertilizantes nitrogenados. 
 
En la década de los 50’s los cereales se cultivaban generalmente en rotación con 
leguminosas (tales como soya, fríjol común, alfalfa, garbanzo, entre otros). El N 
fijado simbióticamente junto con el N obtenido de la mineralización de la materia 
orgánica y los abonos de origen animal eran las fuentes principales de N para la 
mayoría de sistemas de producción cereales tanto en países desarrollados y en 
vías de desarrollo de todo el mundo (Dinnes et al., 2002 ). Posterior a la Segunda 
Guerra Mundial, un incremento en la disponibilidad de fertilizantes nitrogenados de 
bajo costo junto con una disminución en la demanda de cultivos forrajeros condujo 
a una reducción significativa en el uso de cultivos de rotación. En general, los 
fertilizantes nitrogenados han reemplazado los cultivos de rotación como principal 
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fuente de N en muchas regiones del mundo. Con el uso constante de fertilizantes 
nitrogenados, los abonos de origen animal ya no se utilizan como fuente mayor de 
nutrientes en la producción de cultivos. Esto provocó la separación de los nexos 
entre la producción de cultivos y la producción animal lo cual hizo que el 
reciclamiento de los desechos animales se dificulte y se haga más costoso. Otro 
efecto no premeditado del uso a gran escala de los fertilizantes nitrogenados es 
una disminución general de la materia orgánica del suelo a escala mundial (McGill 
et al., 1981; Lal, 2003; Bellamy et al., 2005). 
 
Adicionalmente, la instalación de sistemas de drenaje subterráneos en muchas 
partes desarrolladas del mundo ha causado la aceleración de la infiltración del 
NO3-, lo cual ha resultado en la en una reducción substancial de la eficiencia del 
ciclo del N (i.e., NUE) (Dinnes et al., 2002). Los sistemas de producción agrícolas 
modernos a gran escala resultan en condiciones que promueven la nitrificación, 
disminuyen la NUE y reducen la materia orgánica del suelo (McGill et al., 1981; 
Peng et al., 2005). 
 
2.3.3 Impactos positivos de la nitrificación en el ciclo del N 
En algunos casos la nitrificación puede conllevar a la retención de N, 
especialmente en suelos alcalinos donde existen pérdidas altas de N a partir de la 
volatilización del amoníaco. En condiciones de pH alcalino, es posible que la 
nitrificación facilite la retención del N al convertir rápidamente el amonio en nitrato-
N, el cual no es susceptible a pérdidas por volatilización (Sahrawat 1989). La 
nitrificación sucedida por la desnitrificación también es importante en el manejo y 
 16
reciclamiento de desechos orgánicos incluyendo desechos nitrogenados 
generados a partir de excretas animales y humanas, y aguas servidas derivadas 
de procesos industriales. El amoníaco es la forma predominante de N en estos 
desechos, y la nitrificación es el proceso inicial para la remoción del N de estos 
desechos antes de ser liberados en el ambiente (Kowalchuk y Stephen, 2001). 
 
2.3.4 La materia orgánica del suelo (MOS) como fuente de NH4+ para la 
nitrificación. 
Existe un concepto errado en cuanto a la concepción de que los problemas 
asociados con la nitrificación, infiltración del NO3-, emisiones de N2O y NO, son 
exclusivamente asociados con los fertilizantes nitrogenados inorgánicos aplicados 
a los sistemas agrícolas. La MOS nativa también experimenta la mineralización 
(proteólisis y amonificación) resultando en la liberación de cantidades 
substanciales de NH4+-N en el suelo (Mengel y Kirkby, 1978; Addiscott, 2000; 
Chikowo et al., 2004). Independientemente de su origen, ya sea de fertilizantes 
nitrogenados o MOS, el NH4+ sufre la misma nitrificación y también se pierde por 
procesos similares. El N de la MOS puede ser una parte significante del N en 
suelos agrícolas sujeto a pérdidas de N por infiltración y emisiones gaseosas (i.e., 
N2O y NO) (Bremner, 1965; Whitmore et al.,1992). 
 
2.3.5 Preferencia de los cultivos de las formas de N. 
La mayor parte de los cultivos tienen la habilidad de asimilar y utilizar tanto el NH4+ 
como el NO3- (Haynes y Goh, 1978). Generalmente una mezcla de NH4+ y NO3- es 
preferida como fuente de N (Michael et al., 1970). Sin embargo, muchos cultivos 
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que crecen en suelo secos muestran una preferencia por NO3- sobre NH4+ (Haynes 
y Goh, 1978). Los cultivos que están bien adaptados a condiciones anaeróbicas 
del suelo (tal como el arroz) y plantas adaptadas a suelos ácidos generalmente 
prefieren NH4+ sobre NO3- (McKane et al., 2002). Por otra parte, Castilla y Jackson 
(1991) reportaron que B. humidicola puede asimilar ambas formas de N. Esto 
sugiere que esta capacidad puede ser parte de un mecanismo adaptativo de B. 
humidicola a suelos ácidos. 
 
2.3.6 Bases teóricas de la nitrificación como presión selectiva en sistemas 
biológicos. 
La asimilación del NO3- requiere una energía equivalente a 20 moles de ATP / mol 
de NO3-, mientras que la asimilación del NH4+ requiere únicamente 5 moles de 
ATP / mol de NH4+ (Salsac et al., 1987). Se ha propuesto que esta diferencia en 
requerimientos energéticos para la asimilación de diferentes formas de N es una 
posible fuerza dinámica ecológica en el desarrollo de ecosistemas clímax. La 
inhibición de la nitrificación es un posible mecanismo ecológico que pudo tomar 
ventaja de la diferencia en eficiencia de energía en la asimilación de NH4+ y NO3- 
(Rice y Pancholy, 1972). Los ahorros de energía de la asimilación del NH4+ 
deberían conllevar a una mayor producción de biomasa en las plantas que crecen 
con NH4+-N  a diferencia de las que crecen con NO3—N. No obstante, para la 
mayoría de los sistemas agrícolas, un balance de dos tercios a un tercio entre 
NO3- y NH4+ a menudo provee el mejor crecimiento de los cultivo y la mejor 
productividad (Subbarao et al., 2006a). 
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2.3.7 Nitrificación y su impacto ambiental 
Alrededor del 70% de los fertilizantes nitrogenados aplicados en ecosistemas 
intervenidos se pierde a través de la nitrificación y procesos asociados (Raun y 
Johnson, 1999; Glass, 2003). Además, las pérdidas asociadas con la nitrificación 
(infiltración del NO3- y desnitrificación) a partir de la MOS mineralizada y los 
residuos orgánicos puede ser substancial. Esto se debe en mayor parte a la falta 
de sincronización entre la mineralización del N orgánico y la utilización del N por 
parte del cultivo (Addiscott, 2000; Chikowo et al., 2004). Los fertilizantes 
nitrogenados aportan una cantidad significativa de la energía total que entra a los 
sistemas agrícolas. El nitrógeno incorporado en los cultivos agrícolas raramente 
excede el 40% del N aplicado con un promedio aproximado de 32%. Esto es un 
indicador de una seria ineficiencia en la utilización de N y energía en los sistemas 
agrícolas de alta producción (Raun y Johnson, 1999; Glass, 2003). Investigaciones 
recientes muestran que el N también se pierde en forma de emisiones de óxido 
nitroso (N2O) a través de las plantas durante el proceso de asimilación de NO3- en 
las hojas (Smart y Bloom, 2001). 
 
2.3.8 Pérdidas de N asociadas con la nitrificación 
Las dos principales rutas de pérdidas de N durante y después del proceso de la 
nitrificación son emisiones gaseosas como dinitrógeno (N2) y óxidos de N (N2O, 
NO), y la infiltración del NO3-. 
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2.3.8.1 Pérdidas de N gaseoso 
El N se pierde en formas gaseosas en los sistemas agrícolas: 
1) Durante la oxidación biológica del NH4+-N a NO2-N por la acción de 
Nitrosomonas [i.e., durante la hidrólisis de la hidroxilamina por la acción de 
la enzima hidroxilamina oxidoreductasa (HAO)], se emite N2O (Bremner y 
Blackmer, 1978). 
2) Bajo condiciones anaeróbicas, la desnitrificación del nitrato (i.e., la 
conversión del nitrato en formas gaseosas – N2O, NO, N2) por la acción der 
bacterias heterotróficas del suelo (Bacillus subtilis, E. coli, Achrobacter 
aerogenes, Aspergillus flavus, Pseudomonas sp., Micrococcus sp., y 
Pencillium atrovenetum) (Moiser et al., 1996). 
3) Durante la asimilación de nitrato por parte de las plantas, N2O es emitido 
(Smart y Bloom, 2001). 
 
2.3.8.2 Pérdidas de N por infiltración del NO3-. 
El NO3- se mueve fácilmente a través del suelo por difusión y con el flujo de la 
masa del agua (Vitousek et al., 2002; Herrmann et al., 2005). De este modo, existe 
un potencial para que una porción significativa del fertilizante nitrogenado aplicado 
y N mineralizado naturalmente se lixivie, se infiltre o se lave de la zona radicular 
(Baber andWilson, 1972; Gulliam et al., 1985). Varios factores contribuyen a la 
infiltración y escorrentía del NO3—N los cuales incluyen el tipo de suelo, las 
condiciones climáticas, y las condiciones de drenaje del suelo (Burns, 1977; 
Dinnes et al., 2002). Sistemas de cultivos tropicales y templados ofrecen un 
potencial para una alta infiltración del NO3- (Goss et al., 1988; Schroder et al., 
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1993). Otro factor importante es la influencia de  cantidades excesivas de N 
disponible (Schepers et al., 1991) y la mineralización de la MOS (Addiscott, 2000; 
Chikowo et al., 2004). Se estima que cerca de 1.75 billones de Mg de N orgánico 
se han perdido en los suelos agrícolas de los Estados Unidos durante el último 
siglo (Viets, 1975). Así, sin tomar en cuenta la fuente de N de la cual se deriva el 
NO3-, éste es susceptible a pérdidas por infiltración. 
 
2.3.9 Impactos ambientales derivados de las pérdidas de N. 
Las pérdidas de N asociadas con la nitrificación pueden ser suficientemente 
abundantes para tener serias consecuencias ambientales y económicas para la 
sociedad (Mosier et al., 1996; Smith et al., 1997). La desnitrificación juega un 
papel en mantener la composición relativa de los niveles de oxígeno y N de la 
atmósfera. Por millones de años, la tasa de desnitrificación puede haber sido 
balanceada por la fijación de N (Crutzen y Ehhalt, 1977). Los óxidos nitrosos que 
llegan a la estratósfera pueden destruir la capa de ozono (Crutzen and Ehhalt, 
1977; Crutzen, 1981). 
 
Para sostener a la población humana actual se requiere usar cantidades vastas de 
N fijado industrialmente (Mosier et al., 1996; Raun y Johnson, 1999). En la 
actualidad se aplican en forma de fertilizantes alrededor de 100 Tg de N / año a 
escala mundial con el fin de mantener la producción agrícola (Vitousek et al., 
1997; IFA, 2005). El consumo de fertilizantes nitrogenados se duplicará (i.e., 200 
Tg N / año) antes del 2025 para satisfacer la creciente demanda de alimentos 
(Crutzen y Ehhalt, 1977; Vitousek et al., 1997). Se espera que este incremento en 
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el uso del N también incremente tanto la nitrificación y desnitrificación del N (Smith 
et al., 1997). Las pérdidas de N que ocurren durante la nitrificación y 
desnitrificación es causada por problemas inherentes a la conversión enzimática. 
Las estimaciones actuales sugieren que las emisiones de N2O se duplicarán de la 
tasa actual de 12.7 Tg N / año a 25.7 Tg N / año antes del 2025 (Kroeze, 1994). 
Este excedente de emisiones podría resultar en una reducción del 10% de la capa 
de ozono lo cual podría incrementar en un 20% la cantidad de radiación ultra 
violeta que alcanza la superficie terrestre (Crutzen and Ehhalt, 1977). 
 
2.3.9.1 Emisiones de NO y N2O y el calentamiento global 
El N2O actúa en la atmósfera como un potente gas efecto invernadero y absorbe la 
radiación ultravioleta que se desprende de la superficie de la Tierra la cual debería 
liberarse en el espacio. La absorción de la radiación infraroja limita el escape de la 
energía de la Tierra y la atrapa en la atmósfera lo cual resulta en un incremento en 
la temperatura promedio del planeta, el renombrado calentamiento global. Un 
incremento global de 0.6oC se ha reportado durante el último siglo (IPCC, 2001). 
El potencial de calentamiento global (GWP por su acrónimo en inglés) del N2O es 
296 veces más alto que el del CO2, y alrededor de 13 veces más alto que el del 
metano (IPCC, 2001).  
 
La agricultura es la mayor fuente de emisiones de N2O, contribuyendo con casi el 
70% de las emisiones antropogénicas totales (Mosier, 1993; Smith et al., 1997). 
Las emisiones globales de N2O en tierras cultivadas se estiman actualmente en 
casi 3.5 Tg N2O-N anualmente, de las cuales 1.5 Tg son directamente atribuidas al 
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uso de fertilizantes sintéticos nitrogenados (Kroeze, 1994; Smith et al., 1997). Para 
el 2100, las emisiones de N2O provenientes de la producción y uso de fertilizantes 
nitrogenados se proyectan en 4.2 Tg de N / año, aproximadamente cuatro veces 
más que los niveles de emisión actuales (Kroeze, 1994; Mosier et al., 1996). 
Por otra parte, aunque el NO no es un gas efecto invernadero puede ser 
convertido en ácido nítrico, el cual es reciclado en la forma de lluvia ácida 
contribuyendo a la acidificación y eutroficación de los ecosistemas. También se 
deduce que esta problemática se acentuará proporcionalmente con el incremento 
en el uso de fertilizantes nitrogenados (Subbarao et al., 2006a). 
 
2.3.9.2 Contaminación con NO3- y la eutrofización 
Uno de los problemas asociados con la nitrificación es la infiltración del NO3- y la 
contaminación de los acuíferos subterráneos y otros cuerpos de agua (Schepers 
et al., 1991; Giles, 2005). El consumo humano y animal de nitrato conlleva a 
riesgos en la salud siendo uno de los principales la metahemoglobinemia en 
infantes (Shuval y Gruener, 1972) y el envenenamiento con NO3- en animales 
(NRC, 1972).  
 
La contaminación con nitrato de los cuerpos de agua a menudo causa la 
eutrofización mediante la estimulación del crecimiento de organismos fototróficos y 
heterotróficos. Esto hace que sus biomasas se incrementen y contrariamente su 
biodiversidad se reduzca. El incremento excesivo en la producción de biomasa 
hace que la calidad del agua se vea reducida (Vitousek et al., 1997) y genere 
 23
problemas ambientales los cuales a su vez impactan negativamente los sistemas 
de explotación marítimos tales como la pesca 
 
2.3.10 Factores que afectan la nitrificación 
La nitrificación como un proceso biológico terrestre se ve influenciada por: 
1) Factores físicos del suelo incluyendo textura y estructura 
2) Factores químicos del suelo tales como pH, conductividad eléctrica, 
proporción C/N, capacidad de intercambio catiónico (CIC), y materia 
orgánica. 
3) Factores ambientales del suelo, los cuales incluyen temperatura, humedad, 
aireación (i.e., niveles de O2 y CO2). 
 
Las plantas tienen la facultad de modificar el ambiente físico, biológico y químico 
en el cual se desarrollan. Ellas cambian la disponibilidad del carbono y otros 
nutrientes a través mediante desalojo y por acción de los exudados de sus raíces 
y hojas. La nitrificación se desarrolla en estado continuo de flujo en ecosistemas 
intervenidos (tales como la capa arable) y naturales (bosques y sabanas). La 
nitrificación del NH4+-N libera protones que acidifican el suelo. La capacidad 
estabilizadora natural del suelo influencia la tasa de nitrificación. Suelos con una 
baja capacidad estabilizadora se tornarán ácidos rápidamente con la nitrificación 
del NH4+-N. Bajos niveles de pH en el suelo reducen la tasa de nitrificación (De 
Boer y Kowalchuk, 2001). 
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2.4 Posibles estrategias para la regulación de la nitrificación en sistemas 
agrícolas. 
2.4.1 Prácticas agrícolas 
Existen varias estrategias de manejo de las aplicaciones de fertilizantes 
nitrogenados que toman en consideración la época del año (estaciones climáticas) 
y la tasa de aplicación. Estas estrategias incluyen aplicaciones en verano vs. 
aplicaciones en otoño, aplicaciones basales vs. aplicaciones divididas, fertilización 
por bandeo vs. fertilización al boleo, aplicaciones superficiales vs. aplicaciones 
incorporadas, aplicaciones localizadas y foliares. Las aplicaciones foliares de urea 
se han usado para limitar la disponibilidad de NH4+-N para los microbios 
nitrificantes del suelo. Otras estrategias se han desarrollado para sincronizar la 
aplicación de fertilizante con la demanda de N del cultivo y así facilitar la 
asimilación rápida del N y reducir el tiempo de residencia del NO3—N en el suelo. 
De este modo, se limita la desnitrificación y/o la pérdida del N por inflitración 
(Newbould, 1989; Timmons y Baker, 1991; Dinnes et al., 2002). Muchas de estas 
estrategias agronómicas tienen limitaciones ya que acarrean costos adicionales de 
mano de obra y otros tipos de dificultades prácticas (Powlson, 1993; Campbell et 
al., 1995; Dinnes et al., 2002). 
 
2.4.2  Inhibidores químicos sintéticos 
Los inhibidores de la nitrificación son compuestos que retrasan la oxidación 
bacteriana del NH4+ al disminuir la actividad de los microorganismos nitrificantes 
del suelo. Una serie de compuestos han sido desarrollados y patentados como 
inhibidores de la nitrificación los cuales se basan en la inhibición de la función 
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enzimática de los microorganimos nitrificantes. Se han realizado varios trabajos a 
nivel de campo para controlar la nitrificación a través de la aplicación de estos 
inhibidores sintéticos. Los resultados obtenidos de estos ensayos empíricos, sin 
embargo no han sido lo suficientemente convincentes y reproducibles para 
considerarlos exitosos. Estos inhibidores sintéticos han sido adoptados en algunos 
casos únicamente en los Estados Unidos, Europa, y Japón (Subbarao et al., 
2006a). 
 
2.5 Inhibición biológica de la nitrificación (BNI) 
El concepto de plantas que liberan compuestos inhibitorios que suprimen la 
nitrificación en el suelo ya ha sido reportada (Lodhi, 1982; White 1988, 1991). 
Investigaciones recientes han mostrado que ciertos pastos tropicales tales como 
Brachiaria humidicola tienen la habilidad de liberar compuestos químicos de la raíz 
que inhiben o suprimen la nitrificación en el suelo, y este atributo ha sido 
nombrado inhibición biológica de la nitrificación (BNI) (Subbarao et al., 2006b). BNI 
hace referencia a la liberación de compuestos biológicamente activos a partir de la 
raíz. Estos compuestos suprimen o regulan la función y el crecimiento de los 
microorganismos nitrificantes, y por consiguiente limitan la nitrificación en el suelo 
(Subbarao et al., 2007a). Se empleó el término “inhibición biológica de la 
nitrificación (BNI) para distinguirlo de los inhibidores sintéticos producidos de 
forma industrial (Subbarao et al., 2006b). 
 
Se ha reportado en varias ocasiones que el pasto tropical Brachiaria humidicola 
produce ciertos compuestos químicos que inhiben la nitrificación en el suelo. Un 
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punto relevante de estos trabajos fue el uso de una cepa recombiante de 
Nitrosomonas europaea (bacteria nitrificante) para producir bioluminiscencia 
debido a la expresión de los genes luxAB (Vibrio harvey) durante la nitirificación 
(Subbarao et al., 2006b). Esta aplicación condujo al desarrollo de un ensayo que 
permitió cuantificar la supresión de la nitrificación. 
 
2.5.1 Modo de acción de los exudados de raíces como inhibidores de la 
nitrificación. 
El modo de acción de los exudados de las raíces de B. humidicola como 
inhibidores de la nitrificación se basa en el bloqueo o la supresión de las rutas 
enzimáticas de las enzimas AMO y HAO y probablemente otras rutas metabólicas 
celulares en N. europaea. Una de las posibles hipótesis es que la actividad BNI en 
los exudados de las raíces no se debe a un único compuesto. Los resultados 
obtenidos de los ensayos de bioluminiscencia indican que podría haber 
aproximadamente diez compuestos responsables de los efectos inhibitorios 
observados en N. europaea. Una posibilidad podría ser que hay dos clases de 
compuestos inhibitorios, poseyendo cada uno un sitio específico de acción 
inhibitoria, ya sea para AMO o HAO. Otra posibilidad a considerar es que la 
interrupción de la ruta de transferencia de electrones, debida a la actividad BNI, 
interfiere con la función metabólica y de este modo con la emisión de 
luminiscencia por parte de N. europaea (Subbarao et al., 2006b). 
 
Las Nitrosomonas spp. se consideraban como el grupo predominante de bacterias 
amonia-oxidantes (pertenecientes a las proteobacterias) contribuyentes a la 
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amonia-oxidación aeróbica (Norton et al., 2002). Sin embargo, se reportó 
recientemente que las archaeas amonia-oxidantes pertenecientes al filo 
crenarchaeota podrían ser el grupo predominante de microorganismos amonia-
oxidantes en algunos ecosistemas edáficos (Leininger et al., 2006). Tal diversidad 
en microorganismos amonia-oxidantes podría influir en el rango de compuestos 
presentes en los exudados de raíces que exhiben actividad BNI (Subbarao et al., 
2007b). 
 
Por otra parte, Subbarao et al., 2009 reportó que ‘’brachialactona’,  el inhibidor 
biológico de la nitrificación identificado recientemente en los exudados de raíces 
de B. humidicola, inhibió la función de las Nitrosomonas probablemente a través 
del bloqueo de dos rutas enzimáticas, AMO y HAO, las cuales están implicadas en 
el proceso de la amonia-oxidación. Sin embargo, el efecto inhibitorio en la ruta 
HAO es menor que el observado en la ruta AMO. Los extractos crudos de los 
exudados de las raíces con actividad BNI mostraron un efecto inhibitorio de 
eficiencia similar en ambas rutas enzimáticas. Esto sugiere que otros compuestos 
BNI liberados de las raíces poseen un modo de acción distinto que el encontrado 
para brachialactona. 
 
La mayoría de los inhibidores de la nitrificación comerciales actúan 
exclusivamente en la ruta AMO. Este hecho los hace vulnerables a los cambios 
genéticos en las poblaciones nitrificantes o a la diversidad genética natural de los 
microorganimos amonia-oxidantes (Norton et al., 2002; Belser, L. W., 1979). Dada 
la variabilidad genética inherente en las poblaciones nitrificantes (Norton et al., 
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2002), es probable que los compuestos BNI liberados de Brachiaria spp. sean 
menos vulnerables a los cambios genéticos debido a sus diversos modos de 
acción sobre Nitrosomonas (Subbarao et al., 2009). 
 
2.5.2 Perspectivas para la regulación biológica de la nitrificación en sistemas 
agrícolas. 
La NUE intrínseca a nivel fisiológico es difícil de alterar en los cultivos, y 
probablemente resulta agronómicamente irrelevante. La mejor estrategia para 
mejorar la NUE (materia seca producida por unidad de N aplicado) sería lograr el 
incremento de la recuperación del N al extender el tiempo de disponibilidad del N 
aplicado. Suprimir la nitrificación y mantener el N en la forma de NH4+ por más 
tiempo es una de las formas de mejorar la recuperación y la NUE agronómica en 
los sistemas agrícolas (Subbarao et al., 2006a). 
 
Tal como ya se mencionó anteriormente, la nitrificación tiene un impacto profundo 
en la recuperación del N y su utilización en los sistemas agrícolas. Las plantas 
estimulan o suprimen la actividad microbiana en la rizósfera a través de la 
liberación de varios compuestos orgánicos presentes en los exudados de las 
raíces (Baath et al., 1978; VanVeen et al., 1989; Liljeroth et al., 1990; Parmelee et 
al., 1993). Sorprendentemente se ha dado poca atención al papel que 
desempeñan las plantas en el proceso de la nitrificación y las diferencias 
inherentes entre los cultivos en términos de regulación de la nitrificación. A 
excepción de los últimos dos siglos los cultivos alimentarios principales se han 
desarrollado en sistemas naturales y posiblemente hayan originado varios 
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mecanismos genéticos/fisiológicos que influyen la nitrificación en el suelo 
(Subbarao et al., 2006a). 
 
Las diferencias en la habilidad nitrificante de los suelos de varios ecosistemas no 
se puede explicar considerando aisladamente las características físico-químicas 
del suelo (Clark et al., 1960; Keeney, 1980; Montagnini et al., 1989; Wedin and 
Tilman, 1990; Lata et al., 2004). Cuando se identifican mecanismos específicos 
(tales como la liberación de compuestos orgánicos que tienen un efecto inhibitorio 
directo en los microorganismos nitrificantes) y su control genético se establece en 
especies de plantas que habitan sistemas naturales, podría ser posible transferir 
tales mecanismos genéticos específicos a otros cultivos de importancia alimentaria 
y agrícola. Adicionalmente, se especula que existen varios mecanismos en el caso 
de los principales cultivos alimentarios para la regulación de la nitrificación (ya sea 
inhibición o nitrificación). Es necesario entender y caracterizar estos mecanismos 
antes de evaluar su factibilidad de  incorporación o transferencia a otros cultivos o 
especies. El descubrimiento y explotación genética de estos mecanismos 
biológicos podrían representar un nuevo enfoque para el fitomejoramiento 
(Subbarao et al., 2006a). 
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2.5.3 Métodos de detección y cuantificación de los inhibidores de la 
nitrificación liberados en los sistemas planta-suelo. 
2.5.3.1 Ensayo de bioluminiscencia para detectar inhibidores de la 
nitrificación liberados de las raíces: un estudio de caso con Brachiaria 
humidicola. 
Este ensayo usa una cepa recombinante de Nitrosomonas europaea (Iizumi y 
Nakamura, 1997; Izumi et al., 1998) para detectar y cuantificar la nitrificación que 
se ve afectada por los inhibidores liberados por las raíces de las plantas (actividad 
BNI). La N. europaea recombinante produce bioluminiscencia a causa de la 
expresión de los genes “luxAB” (introducidos de Vibrio harveyi) durante la 
nitrificación. Esta cepa fue originalmente construida para detectar/monitorear 
inhibidores de la nitrificación en aguas servidas de plantas de tratamiento (Iizumi y 
Nakamura, 1997; Izumi et al., 1998). La bioluminiscencia producida en este 
ensayo se correlaciona directamente con la producción de NO2- (r2= 0.94) 
(Subbarao et al., 2006b). 
 
Usando este bioensayo se detectaron cantidades significativas de un inhibidor de 
la nitrificación producido por las raíces de Brachiaria humidicola (Rendle) 
Schweick. La cantidad de actividad BNI producida por las raíces se expresó en 
unidades definidas en términos de la acción de un inhibidor estándar, aliltiourea 
(AT). Las rutas metabólicas de las enzimas amonia-monooxigenasa (AMO) e 
hidroxilamina oxidoreductasa (HAO) en Nitrosomonas se vieron efectivamente 
bloqueadas por la actividad BNI liberada de las raíces de B. humidicola (Subbarao 
et al., 2006b). 
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Adicionalmente, este ensayo arrojó evidencia que la producción de químicos 
(exudados) por parte de las raíces de Brachiaria humidicola, conocidos como 
inhibidores biológicos de la nitrificación (BNIs), están bajo el control de la planta. 
No obstante, la inducción o regulación molecular de los BNIs no ha sido hasta el 
momento estudiada. Del mismo modo, el notable incremento en la producción de 
BNIs en respuesta a los altos niveles de NH4+ sugiere que el NH4+ puede tener una 
función especializada en este proceso (Fillery, 2007). 
 
2.5.4 Métodos para estudiar y caracterizar el fenómeno BNI en el sistema 
planta-suelo. 
2.5.4.1 Determinación de tasa de oxidación del amonio 
Este método fue desarrollado por Belser y Mays (1980) para determinar la tasa de 
oxidación potencial del amonio en muestras naturales a través de la medición de 
la cantidad de nitrito producido. La adición de clorato a las muestras evita que el 
nitrito se oxide a nitrato. La efectividad y especificidad del clorato se ha probado 
con cultivos puros de nitrito y microorganismos oxidantes de amonio así como 
también en el suelo y en sedimentos fangosos. 
 
2.5.4.2 Medición de las emisiones de óxido nitroso 
Este método se basa en el uso de una cámara estática (Holland et al., 1999) a 
partir de las cuales se colectan muestras de aire a diferentes intervalos de tiempo 
usando jeringas descartables. Las muestras son analizadas posteriormente para 
determinar los niveles de N2O a través de un cromatógrafo de gases equipado con 
un detector de captura de electrones.   
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2.5.4.3 Estudio de la diversidad microbiana del suelo 
2.5.4.3.1 Limitaciones principales 
2.5.4.3.1.1 Heterogeneidad espacial 
Cuando se estudia la diversidad microbiana del suelo se utilizan muestras 
replicadas de 1 a 5 g de suelo a partir de las cuales se establecen conclusiones 
para la comunidad microbiana en general. Existen numerosos problemas con este 
método. Uno es la heterogeneidad innata del suelo y la distribución espacial de los 
microorganismos (Trevors, 1998). Franklin y Mills (2003) reportaron que las 
comunidades microbianas pueden tener varios niveles anidados de organización, 
y que las comunidades pueden ser dependientes de las diferentes propiedades o 
grupos de propiedades del suelo. 
 
2.5.4.3.1.2 Incapacidad de cultivar microorganismos del suelo 
La inmensa diversidad fenotípica y genética de las comunidades bacterianas y de 
hongos del suelo las hace unas de las comunidades más difíciles de estudiar 
(Ovreas et al., 1998). Se ha sugerido que al menos el 99% de las bacterias 
observadas al microscopio no son cultivables a través de técnicas de laboratorio 
comunes (Borneman et al., 1996; Giller et al., 1997; Pace 1997; Torsvik et al., 
1998; Trevor, 1998).  
 
En lo que respecta a los microorganismos amonia-oxidantes, debido su 
metabolismo quimio-litotrófico estos microorganismos tienen una tasa de 
crecimiento extremadamente baja con tiempos de generación entre ocho horas y 
varios días junto con la habilidad de sobrevivir largos períodos en un estado de 
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dormancia (Watson et al., 1989). Esto hace que los métodos de cultivo 
tradicionales basados en las técnicas de número más probable (NMP) (Matulewich 
et al., 1975) o selección (Ford et al., 1980) no resulten viables en términos de 
tiempo. Adicionalmente, estos métodos resultan a menudo en bajas eficiencias de 
cuantificación (Belser, 1979) y conllevan a una colección de microorganismos 
amonia-oxidantes que no es representativa de la diversidad y abundancia actual 
de los hábitats en estudio (Hiorns et al., 1995; Stephen et al., 1996). 
 
2.5.4.3.2 Métodos para estudiar la diversidad microbiana del suelo 
2.5.4.3.2.1 Conteo (plate counts) 
Este método es rápido, económico  y puede generar información del componente 
activo heterotrófico de la población en estudio. La dificultades principales radican 
en el desprendimiento de bacterias o esporas de las partículas de suelo, la 
selección de los medios de crecimiento (Tabacchioni et al., 2000), las condiciones 
de crecimiento (temperatura, pH, luz), la incapacidad de cultivar una gran cantidad 
de especies de microorganismos con las técnicas actuales de laboratorio, entre 
otras (Kirk et al., 2004). 
 
2.5.4.3.2.2 Métodos basados en PCR 
Los métodos moleculares para estudios ecológicos dependen de la clonación de 
genes interés aislados a partir de muestras ambientales (Muyzer y Smalla, 1999). 
Aunque el proceso de secuenciación se considera rutinario en la actualidad, la 
secuenciación de miles de clones resulta tediosa (Tiedje et al., 1999). Por lo tanto, 
se han desarrollado otras técnicas para estudiar la diversidad microbiana. En 
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estos métodos se extrae y purifica el DNA de muestras ambientales y la secuencia 
de interés se amplifica usando primers universales o específicos y los productos 
obtenidos se analizan de varias formas (Kirk et al., 2004). 
 
2.5.4.4 Cuantificación de microorganismos amonia-oxidantes del suelo. 
Debido a la dificultad que implica el aislamiento y posterior obtención de un cultivo 
puro de estos microorganismos en condiciones de laboratorio es necesario 
adoptar alternativas complementarias para estudiar las poblaciones de bacterias 
amonia-oxidantes (AOB) y archaeas amonia-oxidantes (AOA) del suelo. Varias 
técnicas de hibridación fluorescente in situ (FISH) fueron desarrolladas para 
detectar AOB en varios ambientes. Sin embargo, FISH consume mucho tiempo y 
es difícil de usar en muestras de suelo, y además requiere de células 
fisiológicamente activas (Okano et al., 2004). Otros métodos incluyen el número 
más probable, ELISA, y PCR competitivo basado en métodos tradicionales de 
amplificación. No obstante, todos estos métodos tienen desventajas prácticas para 
estudiar con precisión las poblaciones microbianas de muestras ambientales. Por 
lo tanto, un método más confiable y reproducible para cuantificar estos 
microorganismos sería valioso para evaluar correlaciones entre actividades 
microbianas y número de genes o células, el efecto de diferentes tratamientos en 
la densidad celular, y cambios poblacionales en el tiempo y el espacio 
(Hermansson y Lindgren, 2000).  
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2.5.4.5 Aplicación de la PCR en Tiempo-Real para cuantificar 
microorganismos amonia-oxidantes del suelo. 
La PCR en Tiempo-Real usa una molécula fluorescente cuya fluorescencia emitida 
se mide continuamente durante la amplificación de la reacción. La técnica no 
requiere ningún tipo de manipulación una vez completados los ciclos de 
amplificación. A diferencia de la PCR convencional cuyo punto de detección del 
producto de interés se logra al final de la reacción, los cálculos aplicados en la 
PCR en Tiempo-Real se basan en la fase exponencial inicial de la reacción de 
PCR (Okano et al., 2004). 
 
Un experimento basado en la aplicación de la PCR en Tiempo-Real se desarrolló 
para amplificar y cuantificar el gen amonia-monooxigenasa (amoA) y así estimar el 
tamaño de la población de AOB en respuesta a la presencia de amonio en el 
suelo. Este estudio fue el primero en desarrollar y aplicar la PCR en Tiempo-Real 
para cuantificar los genes amoA en el suelo y comparar su dinámica en respuesta 
a las concentraciones de amonio y nitrito (Okano et al., 2004). 
 
La PCR en Tiempo Real representa una herramienta molecular apropiada para 
estudiar el fenómeno BNI a través de la cuantificación absoluta de los genes de 
los microorganismos del suelo directamente involucrados en el proceso de la 
nitrificación: bacterias amonia-oxidantes (AOB) y archaeas amonia-oxidantes 
(AOA). A través de esta herramienta se podrá estimar su actividad funcional 
microbiana basada en el conteo de genes específicos para determinar el efecto 
inhibitorio de los exudados de B. humidicola (actividad BNI) sobre la actividad 
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amonia oxidante de estos microorganimos. La aplicación de la PCR en Tiempo-
Real en estimaciones y estudios del tamaño de poblaciones de AOB del suelo ya 
ha sido reportada con éxito (Okano, et al., 2004; Hermansson y Lindgren, 2000), 
por lo que su aplicación en el estudio del fenómeno BNI permitirá generar 
resultados moleculares (número de genes de AOB y AOA) que complementen la 
información obtenida a través del método de bioluminiscencia y mediciones 
químicas.  
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3. HIPÓTESIS 
El número de genes funcionales de los microorganismos amonia-oxidantes del 
suelo, bacterias amonia-oxidantes (AOB) y archaeas amonia-oxidantes (AOA), 
se ve afectado (reducido) debido al efecto de los exudados de las raíces de los 
genotipos de Brachiaria humidicola evaluados. Estos exudados bloquean la 
acción enzimática de las AOB y AOA y por consiguiente inhiben la nitrificación 
(actividad BNI) en el suelo. 
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4. OBJETIVOS 
4.1 General 
Determinar el efecto de los exudados de raíces de genotipos de Brachiaria 
humidicola en el número de genes funcionales de AOB y AOA del suelo y 
asociar los tamaños poblacionales de estos microorganismos con la actividad 
de la inhibición biológica de la nitrificación (BNI) en B. humidicola. 
 
  4.2 Específicos 
Implementar y estandarizar la metodología de la PCR en Tiempo-Real para   
determinar la actividad BNI en tres genotipos de B. humidicola.  
 
Generar datos moleculares obtenidos a partir de la cuantificación de genes de 
AOB y AOA que evidencien la ocurrencia del fenómeno BNI en el suelo 
usando como modelo el pasto tropical B. humidicola. 
 
Determinar la actividad BNI en B. humidicola en respuesta a la aplicación de 
sulfato de amonio al suelo. 
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5. JUSTIFICACIÓN 
El estudio propuesto aborda una temática importante relacionada con la NUE en 
cultivos. Únicamente el 33% del N total aplicado al suelo (en forma de fertilizantes 
nitrogenados) en la producción de cereales a escala mundial es utilizada por las 
plantas en el desarrollo del grano. El 67% restante que se pierde por escorrentía y 
volatilización está valorado en US $20 billones anuales (Raun y Johnson, 1999) 
cuando los fertilizantes eran al menos dos veces más económicos que en la 
actualidad. 
 
Las prácticas agrícolas convencionales o las herramientas de la agricultura de 
precisión destinadas a administrar el suplemento de N y la disponibilidad del 
mismo para las plantas no son suficientes para prevenir las enormes pérdidas del 
N aplicado. El desarrollo de variedades con mejores tasas de NUE es una de las 
opciones para optimizar el uso de los fertilizantes y maximizar la ganancia 
monetaria de los productores agrícolas. Esto además puede prevenir de manera 
significante las pérdidas de fertilizantes nitrogenados hacia los reservorios 
acuíferos naturales (superficiales y subterráneos) y hacia la atmósfera en la forma 
de N2O, reduce la contaminación ambiental y el calentamiento global. 
 
El N es principalmente aplicado a los sistemas agrícolas en la forma de amonio 
(NH4+), el cual es convertido rápidamente en NO3- por la acción de  
microorganismos amonia-oxidantes del suelo a través del proceso de la 
nitrificación. El N en la forma de NH4+ se adhiere fuertemente a las partículas del 
suelo, pero una vez es convertido a NO3- se infiltra a través de las capas del suelo 
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llegando a las corrientes y cuerpos de agua. El óxido nitroso (N2O) resulta de la 
reducción del NO3-, el cual se escapa a la atmósfera causando el efecto 
invernadero. Por la tanto, mantener la mayor parte del N en la forma de NH4+ es 
una de las metas más importantes del manejo del N. Algunos cultivos poseen la 
habilidad de inhibir el proceso de la nitrificación (conversión del NH4+ en NO3- por 
acción de los microorganismos del suelo) a través de la liberación de sus 
exudados que bloquean/inhiben la acción de los microorganismos amonia-
oxidantes. Este proceso es llamado inhibición biológica de la nitrificación (BNI), 
durante el cual un nivel alto de NH4+ se hace disponible para la absorción por parte 
de la planta y por lo tanto una mayor NUE (Subbarao et al., 2006a).  
 
Experimentos preliminares realizados en el CIAT han producido resultados 
prometedores inicialmente en genotipos del pasto tropical Brachiaria humidicola. 
Niveles altos de actividad BNI fueron reportados en algunos de estos genotipos 
usando metodologías bioquímicas (bioluminiscencia) y químicas (medición de 
NO3-). Sin embargo, no se ha reportado hasta el momento datos moleculares 
basados en el conteo de genes de las poblaciones de microorganismos del suelo 
involucrados en la nitrificación que soporten los resultados antes mencionados 
acerca de la actividad BNI en B. humidicola. Al obtener una evidencia molecular 
de la ocurrencia del fenómeno BNI, esfuerzos futuros se centrarán en identificar 
los genes que rigen la característica BNI en cultivos de importancia alimentaria y 
en especies usadas como modelos genéticos. Esto facilitará los programas de 
mejoramiento genético enfocados a mejorar la NUE en cultivos. 
Subsecuentemente, este hecho tendrá un gran impacto potencial en asuntos 
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agrícolas, ambientales, socio-económicos, y de salud humana relacionados con 
los fertilizantes nitrogenados. 
 
En la actualidad se han desarrollado metodologías químicas (cuantificación de los 
productos derivados de la nitrificación: NO2- y NO3-) y bioquímicas (ensayo de 
bioluminiscencia con una cepa recombinante de N. europaea) para determinar la 
ocurrencia y estudiar el fenómeno BNI en el sistema planta-suelo (Subbarao et al., 
2006b; Rondón et al., 2006). Sin embargo, estas metodologías no permiten medir 
el efecto inhibitorio de los exudados de las raíces en las poblaciones de AOB y 
AOA en su ambiente natural (suelo), las cuales participan directamente en el 
proceso de la nitrificación. Además de los métodos existentes, es necesario 
implementar una herramienta molecular basada en el conteo de genes de estos 
microorganimos para estimar su actividad microbiana y así desarrollar una 
metodología integrada (bioquímica, química, y molecular) que permita obtener 
información detallada del fenómeno BNI.  
 
Debido a la dificultad que implica el aislamiento y posterior obtención de un cultivo 
puro de estos microorganismos en condiciones de laboratorio es necesario 
adoptar alternativas complementarias para estudiar las poblaciones AOB y AOA 
del suelo. Varias técnicas de hibridación fluorescente in situ (FISH) fueron 
desarrolladas para detectar AOB en varios ambientes. Sin embargo, FISH 
consume mucho tiempo y es difícil de usar en muestras de suelo, y además 
requiere de células fisiológicamente activas (Okano et al., 2004). Otros métodos 
incluyen el número más probable, ELISA, y PCR competitivo basado en métodos 
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tradicionales de amplificación. No obstante, todos estos métodos tienen 
desventajas prácticas para estudiar con precisión las poblaciones microbianas de 
muestras ambientales. Por lo tanto, un método más confiable y reproducible para 
cuantificar estos microorganismos sería valioso para evaluar correlaciones entre 
actividades microbianas y número de genes o células, el efecto de diferentes 
tratamientos en la densidad celular, y cambios poblacionales en el tiempo y el 
espacio (Hermansson y Lindgren, 2000). La PCR en Tiempo Real representa una 
herramienta molecular apropiada para estudiar el fenómeno BNI a través de la 
cuantificación absoluta de los genes de los microorganismos del suelo 
directamente involucrados en el proceso de la nitrificación: bacterias amonia-
oxidantes (AOB) y archaeas amonia-oxidantes (AOA). A través de esta 
herramienta se podrá estimar su actividad funcional microbiana basada en el 
conteo de genes específicos para determinar el efecto inhibitorio de los exudados 
de B. humidicola (actividad BNI) sobre la actividad amonia oxidante de estos 
microorganimos. La aplicación de la PCR en Tiempo-Real en estimaciones y 
estudios del tamaño de poblaciones de AOB del suelo ya ha sido reportada con 
éxito (Okano, et al., 2004; Hermansson y Lindgren, 2000), por lo que su aplicación 
en el estudio del fenómeno BNI permitirá generar resultados moleculares (número 
de genes de AOB y AOA) que complementen la información obtenida a través del 
método de bioluminiscencia y mediciones químicas.  
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6. MATERIALES Y MÉTODOS 
6.1. Material vegetal 
El material vegetal en estudio se seleccionó con base en la habilidad de las raíces 
para inhibir la nitrificación (determinada a través del ensayo de bioluminiscencia) 
expresada en unidades de allylthiourea (ATU) (Tabla 1). Dicho material consistió 
de dos accesiones de B. humidicola: el material comercial de referencia B. 
humidicola CIAT 679 (con una actividad BNI de 17.3 ATU/g peso seco de raíz/día) 
(Subbarao et al., 2007a), y B. humidicola CIAT 16888 (una accesión del 
germoplasma con una actividad BNI de 53.8 ATU/g peso seco de raíz/día) (datos 
no publicados). Adicionalmente se incluyó Brachiaria híbrido cv. Mulato (un pasto 
mejorado con una actividad BNI de 10.2 ATU/g peso seco de raíz/día) (datos no 
publicados), Panicum maximum cv. Común (con una actividad BNI de 3.3 ATU/g 
peso seco de raíz/día) (Subbarao et al., 2007a), soya cv. ICAP 34 (la cual carece 
de actividad BNI en sus raíces) (Subbarao et al., 2007a), y el control (suelo 
desnudo sin plantas). Este material vegetal se usó para validar la efectividad de 
los exudados de raíces de B. humidicola en suprimir o inhibir la nitrificación en el 
suelo y las emisiones de óxido nitroso. 
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Tabla 1. Variación en la actividad BNI de pastos de Brachiaria determinada a 
través del ensayo de bioluminiscencia usando exudados de raíces. 
 
B. humidicola  (CIAT 679) 81.9 ± 3.7 17.3 ± 0.3
B. humidicola  (CIAT 16888) 160.9 ± 3.0 53.8 ± 8.7
Brachiaria  híbrido (Mulato) 84.5 ± 5.6 10.2 ± 1.1
Actividad BNI total liberada 
de cuatro plantas por día, 
ATU/día*
Actividad BNI 
específica, ATU/g 
peso seco raíz/día
Especie 
Las plantas se cultivaron en un sustrato con arena, arcilla, y materia orgánica  tipo Oxisol de los 
Llanos (Matazul) de Colombia (4 kg/pote; 4 plantas/pote) por 180 días en condiciones de 
invernadero. Se aplicó N en la forma de (NH4)2SO4 líquido a razón de 38.5 mg de NH4 N por kg de 
suelo (equivalente a 100 kg de NH4 N por ha) un mes anterior a la cosecha de las plantas para la 
obtención de los exudados de raíces. Los valores representan promedios ± desviación estándar de 4 
repeticiones. 
*Para colectar los exudados de raíces, las plantas se cosecharon del suelo y las partículas del mismo 
se removieron cuidadosamente; las raíces intactas se lavaron con agua potable y posteriormente 
sumergidas en 1 L de solución de NH4Cl 1mM con 200 µM de CaCl2 durante 24 horas. La actividad 
BNI se determino a través de bioluminiscencia con base en la habilidad de las raíces para inhibir la 
nitrificación expresada en unidades de allylthiourea (ATU) 
 
6.2 Validación en campo de la efectividad de B. humidicola en suprimir la 
nitrificación en el suelo y las emisiones de óxido nitroso (N2O). 
Un experimento a nivel de campo se estableció en Agosto 30 de 2004 y continuó 
hasta Noviembre de 2007 en las instalaciones del Centro Internacional de 
Agricultura Tropical (CIAT) (3o 30’N, 76o 21’W) en un suelo de clasificación Vertisol 
(Typic Pellustert), pH 7.4, con una precipitación promedio anual de 
aproximadamente 1000 mm, temperatura promedio anual de 26oC, y una 
elevación de 965 msnm. Los tratamientos evaluados fueron los siguientes: 1) B. 
humidicola (CIAT 679), 2) B. humidicola (CIAT 16888), 3) Brachiaria híbrido cv. 
Mulato, 4) Panicum maximum, 5) Soya cv. ICAP 34 (estimulante de la 
nitrificación), y 6) Control (suelo desnudo sin plantas). Estos tratamientos se 
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seleccionaron con base en sus niveles de actividad BNI a partir de análisis 
químicos previos basados en la cuantificación de los productos derivados de la 
nitrificación –NO2- y NO3- principalmente, y datos provenientes de ensayos de 
bioluminiscencia (Rondón et al., 2006; Subbarao et al., 2006c; Subbarao et al, 
2007). La unidad experimental consistió de una parcela de 10x10 m (100 m2). Se 
usaron tres repeticiones biológicas en un diseño estadístico de bloques completos 
al azar (BCA) con tres repeticiones biológicas (Subbarao et al., 2006c) (Figura 2). 
Se hizo dos fertilizaciones tomando como referencia cada ciclo completo del 
cultivo de la soya. En la primera fertilización (4 semanas después de la siembra), 
las parcelas se fertilizaron (kg/ha) con: 48 N, 48 K, 16 P, 0.4 Zn, y 0.4 B; y en la 
segunda fertilización (8 semanas después de la siembra) se aplicó únicamente N a 
razón de 48 kg/ha. Todos los tratamientos incluyendo las parcelas de suelo 
desnudo recibieron la misma cantidad de fertilizante al mismo tiempo. Los pastos 
se cortaron dos veces al año (para simular el pastoreo), lo cual coincidió con la 
cosecha del cultivo de la soya. Los niveles de N inorgánico en el suelo fueron 
monitoreados (30 días después de la fertilización con sulfato de amonio) dos 
veces al año. Para la toma de muestras de suelo usadas en determinación de las 
tasas de nitrificación y las emisiones de N2O, y la cuantificación  de los genes de 
las bacterias y arqueas amonia-oxidantes (AOB y AOA, respectivamente), dos 
cuadrantes de 1 m2 dentro de cada unidad experimental fueron marcadas como 
subparcelas de muestreo permanentes. 
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Figura 2. Mapa del diseño experimental del experimento en campo para validar la 
efectividad de B. humidicola en suprimir la nitrificación en el suelo y las emisiones 
de óxido nitroso (N2O). 
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6.3 Colecta de las muestras de suelo 
Para minimizar la variabilidad espacial del N aplicado, el fertilizante se aplicó en 
forma de sulfato de amonio disuelto en agua en cada subparcela de 1 m2. Esta 
fertilización se hizo con el fin de estimular tanto la actividad amonia-oxidante de 
los microorganismos y la liberación de exudados por parte de las raíces de los 
cultivos. Tres años después de establecerse las parcelas de cultivo (Noviembre de 
2007), las muestras de suelo se colectaron de las subparcelas a 1 y 30 días 
después de la fertilización con sulfato de amonio en el quinto ciclo de crecimiento 
del cultivo (1 ciclo corresponde a podar o cosechar el follaje del cultivo y dejarlo 
brotar nuevamente). Con la ayuda de un barreno se colectaron cinco muestras de 
suelo de la zona de la rizósfera a 10 cm de profundidad de cada subparcela; 
posteriormente las muestras de las dos subparcelas se mezclaron para obtener 
una muestra compuesta de cada unidad experimental. Las muestras de suelo se 
cosecharon 1 día después de la fertilización nitrogenada con el propósito de 
determinar el efecto directo de los exudados de las raíces en las poblaciones de 
microorganismos amonia-oxidantes las cuales se multiplicarán debido al efecto de 
la fuente de amonio suplida con la fertilización; y 30 días después de la 
fertilización para determinar el efecto acumulativo de los exudados de las raíces 
sobre las poblaciones de microorganismos amonia-oxidantes. El suelo rizosférico 
(suelo adherido a las raíces) fue separado manualmente y usado en los análisis 
químicos (cuantificación de los productos derivados de la nitrificación – NO2- y 
NO3-) y moleculares (conteo de genes funcionales de AOB y AOA) subsecuentes. 
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En el cuarto ciclo únicamente, las muestras de suelo se cosecharon 30 días 
después de la fertilización nitrogenada a base de sulfato de amonio con el fin de 
determinar al igual que en el quinto ciclo,  el efecto acumulado de los exudados de 
las raíces sobre las poblaciones de microorganismos amonia-oxidantes (actividad 
BNI). Todas las muestras de suelo correspondientes a un tiempo de muestreo 
específico se usaron para cuantificar nitrito – NO2-, nitrato –NO3-, y amonio –NH4- 
usando el método de extractos de espectrometría visible. Las mismas muestras de 
suelo adicionalmente se sometieron a un análisis molecular para cuantificar los 
genes funcionales de interés de las poblaciones de microorganismos amonia-
oxidantes a través de PCR en Tiempo-Real. Al momento de colectar las muestras 
de suelo se registró la temperatura del mismo expresada en oC. 
 
6.4 Cuantificación de genes funcionales de microorganismos amonia-
oxidantes del suelo a través de PCR en Tiempo-Real.  
6.4.1 Primers usados para la amplificación y cuantificación de los genes de 
interés. 
La cuantificación de los genes de las AOB y AOA se hizo a través de PCR en 
Tiempo-Real usando las combinaciones de primers amoA-1F/amoA-2R  
(Rotthauwe et al., 1997), amoA19F (Leininger et al., 2006)/amoA643R (Treusch et 
al., 2005), BACT1369F/PROK1541R (Treusch et al., 2005), y Arch20F/Arch958R 
(DeLong, 1992) para el gen amoA de AOB, amoA de AOA, SSU rRNA de bacteria, 
y SSU rRNA de archaea, respectivamente. Las secuencias de estos primers así 
como también el tamaño esperado de los productos de PCR se presentan en la 
Tabla 2. 
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La combinación amoA-1F /  amoA-2R amplifica el gen amoA de bacterias amonia-
oxidantes autotróficas pertenecientes a la subclase β de las proteobacterias. Estos 
primers fueron diseñados con base en alineamientos de secuencias del gen amoA 
disponibles  públicamente (Rotthauwe et al., 1997). Para amplificar y cuantificar el 
gen amoA de archaeas se usó la combinación de primers amoA19F - primer 
diseñado para análisis filogenéticos - (Leininger et al., 2006) / amoA643R; este 
último primer fue diseñado a partir de una secuencia (clon 54d9) de archaea y de 
secuencias de archaeas marinas - mar de los Sargazos – (Treusch et al., 2005). El 
gen SSU rRNA de bacterias se cuantificó con la combinación BACT1369 F / 
PROK1541 R, la cual cuantifica el número de copias de las subunidades 
pequeñas ribosomales de los rRNAs bacterianos (SSU rRNA) en muestras 
ambientales (Suzuki et al., 2000). La combinación de primers Arch 20F / Arch 
958R se usó para amplificar y cuantificar el gen SSU rRNA de archaea (DeLong, 
1992).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 50
Tabla 2. Secuencias y características de los primers utilizados para amplificar, 
clonar y cuantificar los genes amoA y SSU rRNA de bacteria y archaea a través de 
PCR en Tiempo-Real. 
 
Organismo Gen
Nombre del 
primer
*Secuencia 5'- 3' Tipo
Tamaño 
producto 
PCR (bp)
amoA- 1F GGGGTTTCTACTGGTGGT Sentido
amoA- 2R CCCCTCKGSAAAGCCTTCTTC Antisentido
BACT1369 F CGGTGAATACGTTCYCGG Sentido
PROK1541 R AAGGAGGTGATCCRGCCGCA Antisentido
amoA 19F ATGGTCTGGCTWAGACG Sentido
amoA 643R TCCCACTTWGACCARGCGGCCATCCA Antisentido
Arch 20F TTCCGGTTGATCCYGCCGGA Sentido
Arch 958R YCCGGCGTTGAMTCCAATT Antisentido
N. europaea
E. coli
Archaea
Archaea
493
174
649
918
amoA
SSU rRNA
amoA
SSU rRNA
*K= G o T; S= G o C; Y= C o T; R= A o G; W= A o T 
 
 
6.4.2 Extracción y cuantificación del DNA de suelo 
Para el análisis molecular se extrajo DNA de suelo usando el FastDNA® SPIN Kit 
for Soil (MP Biomedicals, Cat. # 6560-200). El DNA extraído se cuantificó con el 
método de fluorescencia usando el PicoGreen®dsDNA quantitation reagent 
(Molecular Probes, Cat. # P7581) y el equipo GENios (TECAN) y después 
visualizado en un gel de agarosa al 1% teñido con bromuro de etidio para 
determinar su calidad.  
 
6.4.3 Clonación de los genes de interés para la construcción de curvas 
estándar requeridas para la cuantificación de genes a través de PCR en 
Tiempo-Real. 
El DNA de bacteria y archaea a clonarse se amplificó usando la Platinum® Taq 
DNA Polymerase High Fidelity (Invitrogen, Cat. # 11304-011) y su especificidad 
fue confirmada a través de visualización en geles de agarosa. Los productos de 
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PCR obtenidos usando las combinaciones de primers descritas anteriormente 
fueron purificados con el Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up System (Promega, 
Cat. # A9281) y después se clonaron siguiendo las indicaciones del pGEM®-T 
Easy Vector System I Kit (Promega, Cat. # A1360). Los productos de PCR 
clonados corresponden a los genes amoA de Nitrosomonas europaea, amoA de 
AOA del suelo, SSU rRNA de E. coli, y SSU rRNA de archaea del suelo. 
Posteriormente se realizó la transformación usando células competentes E. coli 
DH5α a través del proceso de electroporación. Una vez identificados los clones 
recombinantes a través de selección positiva (colonias teñidas de color blanco) los 
clones positivos se purificaron usando el WIZARD®PLUS SV MINIPREPS DNA 
PURIFICATION SYSTEM (PROMEGA, Cat. # A1460), y el DNA del plásmido 
(pDNA) purificado se amplificó vía PCR y se visualizó en geles de agarosa para 
confirmar la presencia de los genes de interés. Los estándares requeridos para la 
cuantificación a través de PCR en Tiempo-Real se hicieron a partir de diluciones 
seriadas de una cantidad conocida del pDNA. Estos estándares se usaron como 
puntos de referencia para la determinación del número de copias de los genes de 
interés en las muestras bajo estudio. Las curvas estándar usando el pDNA se 
generaron con cuatro a siete órdenes de magnitud en un rango de 0.9 x 103 a 4.9 
x 109 copias del gen de interés. Todas las reacciones de PCR en Tiempo-Real se 
realizaron en un termociclador DNA Engine OPTICONTM2 Continuous 
Fluorescence Detector (MJ Research) y analizadas con el MJ OPTICON MonitorTM 
Analysis Software versión 3 (BIO-RAD).  
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6.4.4 Genes de interés cuantificados a través de PCR en Tiempo-Real 
El número de copias de cuatro genes de interés; i.e., gen Small-Subunit (SSU) 
ribosomal RNA (rRNA) de bacteria, gen amonia mono-oxigenasa (amoA) de 
bacterias amonia-oxidantes (AOB), gen SSU rRNA de archaeas, y gen amoA de 
archaeas amonia-oxidantes (AOA) fueron cuantificados a través de PCR en 
tiempo-real usando las combinaciones de primers descritas anteriormente. 
 
El gen estructural amoA que codifica la subunidad activa de la enzima amonia 
mono-oxigenasa 1 se usó como marcador funcional para el análisis de 
poblaciones naturales de microorganismos amonia-oxidantes (Rotthauwe et al., 
1997)  y para determinar el efecto de los exudados de las raíces en la actividad 
funcional de las AOB y AOA en términos de abundancia del gen amoA en estas 
poblaciones. Esta enzima está directamente involucrada en el proceso de la 
amonia oxidación (primera reacción del proceso de la nitrificación) ya que es 
producida por bacterias y archaeas amonia-oxidantes.  Los genes SSU rRNA de 
bacteria y archaea se incluyeron en el análisis para monitorear los cambios en la 
población total de bacterias y archaeas cuando se ven sometidas a los 
compuestos liberados por las raíces, y de este modo determinar la especificidad 
de estos compuestos en los microorganismos amonia-oxidantes. Los genes SSU 
rRNA también se usaron para establecer indirectamente la predominancia de los 
genes amoA de las AOB y AOA dentro de la población total de bacterias y 
archaeas respectivamente. 
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Todos los genes en estudio se cuantificaron con el fluorocromo Brilliant® SYBR® 
Green QPCR Master Mix (STRATAGENE, Cat. # 600548). Este fluorocromo emite 
fluorescencia a medida que los productos de PCR se acumulan dentro del tubo de 
reacción. Las reacciones de PCR en Tiempo-Real se corrieron 
independientemente por triplicado en un volumen de 20 µl con 20 ng de DNA de 
suelo, 0.5 µM de cada primer y 10 µl del Brilliant® SYBR® Green QPCR Master 
Mix. El control negativo o No Template Control (NTC) consistió de agua en vez de 
DNA. Las condiciones de amplificación de los genes de interés fueron las 
siguientes: 1) 95oC – 5 min; 2) 95 oC – 1.5 min; 3) 55 oC – 1.5 min; 4) 72 oC 1.5 
min; 5) Lectura de la placa; 6) Incubar a 83 oC por 1 seg; 7) Lectura de la placa; 8) 
Ir al paso 2 por 40 veces más; 9) Curva de melting desde 65 oC hasta 95 oC, leer 
cada 0.2 oC, mantener 1 sec; Fin.  La especificidad de los productos de PCR se 
confirmó a través del análisis de la curva de melting (curva de disociación) y 
visualización en geles de agarosa.  
 
6.4.5 Implementación y estandarización de metodología de la PCR en 
Tiempo-Real para determinar la actividad BNI en genotipos de B. humidicola. 
6.4.5.1 Determinación de la reproducibilidad, especificidad y confiabilidad de 
la PCR en Tiempo-Real para estudiar la actividad BNI en genotipos de B. 
humidicola a través de la cuantificación de genes a partir de DNA de suelo. 
La determinación de la reproducibilidad, especificidad y confiabilidad de la PCR en 
Tiempo-Real se hizo a través de análisis de parámetros tales como gráficas de 
fluorescencia, gráficas del modelo de regresión lineal, curvas de melting o 
disociación. Adicionalmente se hizo una comparación de datos a nivel de Ciclo 
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umbral [C(t)], eficiencias y número de copias del gen/reacción entre tres 
repeticiones técnicas de dos muestras contrastantes de DNA de suelo (suelo 
desnudo y B. humidicola 16888). 
 
6.5 Procesamiento de los datos 
Los datos crudos obtenidos del DNA Engine OPTICONTM2 expresados en número 
de copias del gen/reacción de PCR en Tiempo-Real se convirtieron a número de 
copias del gen/g suelo seco con el fin de obtener datos más informativos y de fácil 
interpretación. Para realizar dicha conversión se realizó anticipadamente una 
corrección de los datos con base en el contenido de humedad gravimétrica del 
suelo presente en la muestra al momento de la colecta. El procedimiento utilizado 
para realizar la corrección y posterior conversión de los datos fue la siguiente:  
 
D= peso del suelo seco  
W= peso del suelo húmedo 
MC= contenido de humedad 
 
MC= (W-D)/D (forma decimal del contenido de humedad) 
Resolvemos la ecuación para peso seco: 
D= W/(MC+1) 
Reportamos contenido de humedad como porcentaje: 
MC(%)= [(W-D)/D]*100 
Resolvemos la ecuación para peso seco: 
D= W/[(MC/100)+1], 
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o usamos una ecuación alternativa: 
D(g)= (W(g)*100)/100+MC(%) 
 
Luego calculamos g suelo seco/reacción: 
Gramos de suelo seco/reacción= [(D(g)/vol. resuspensión DNA)*vol. DNA 
usado en la PCR]/Factor dilución DNA en la PCR 
 
Y después obtenemos las copias del gen/g suelo seco: 
Copias gen/g suelo seco= copias gen/reacción / gramos suelo 
seco/reacción. 
 
6.6 Análisis estadístico 
Previo a la inferencia estadística, el análisis de los datos moleculares expresados 
en Copias gen/g suelo seco se realizó con el programa SAS® v. 9.1.3 bajo una 
plataforma SunOS5.9 usando un ANOVA. La separación de medias se realizó 
posteriormente usando la prueba Ryan-Einot-Gabriel-Welsch Multiple Range Test 
con un nivel de significacia del 95% (α= 0.05). 
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7.  RESULTADOS Y DISCUSIÓN 
7.1 Cuantificación de genes funcionales de microorganismos amonia-
oxidantes del suelo a través de PCR en Tiempo-Real.  
7.1.1 Extracción y cuantificación del DNA de suelo 
El DNA de suelo extraído con el FastDNA® SPIN Kit for Soil se cuantificó a través 
del método de fluorescencia obteniéndose concentraciones promedio en el rango 
de 68.81 a 740 ng DNA/µl por cada 0.5 g de suelo fresco. En todos los tiempos de 
cosecha de las muestras de suelo se obtuvo un DNA de buena calidad la cual fue 
determinada a través de visualización en geles  de agarosa al 1% teñidos con 
bromuro de etidio. Resultados representativos de la calidad del DNA de suelo 
usado para el análisis molecular subsecuente se presentan en la Figura 3.  
 
 
Figura 3. Gel de calidad del DNA de suelo usado en los análisis moleculares. Los 
DNAs visualizados se seleccionaron aleatoriamente y representan todas las 
épocas de cosecha de las muestras de suelo; i.e, 4to ciclo, 30 días después de la 
fertilización, 5to ciclo, 1 día antes de la fertilización, 1 y 30 días después de la 
fertilización. M1: Híbrido mulato (R1), M2: Suelo desnudo(R1), M3: B. humidicola 
679 (R1), M4: B. humidicola 16888 (R1), M5: Híbrido mulato (R2), M6: P. 
maximum (R1), M7: B. humidicola 679 (R2), M8: Soya(R1), M9: Híbrido mulato 
(R3), M10: Suelo desnudo (R2), M11: B. humidicola 16888 (R2), M12: P. 
maximum (R2), M13: B. humidicola 679 (R3), M14: Soya (R2), M15: Suelo 
desnudo (R3), M16: B. humidicola 16888 (R3), M17: P. maximum (R3), M18: Soya 
(R3). M: muestra de DNA de suelo; R: repetición biológica. 
 
 
 
 57
7.1.2 Clonación de los genes de interés para la construcción de curvas 
estándar requeridas para la cuantificación de genes a través de PCR en 
Tiempo-Real. 
La  Figura 4 ilustra las bandas de los productos de PCR correspondientes a los 
genes de interés y los cuales fueron amplificados con la Platinum® Taq DNA 
Polymerase High Fidelity para después proceder con el proceso de clonación. 
 
 
Figura 4. Visualización en gel de agarosa al 1.5% de los productos de PCR de los 
genes de interés a ser clonados y usados en la construcción de curvas estándar  
para su cuantificación subsecuente a través de PCR en Tiempo-Real. M: marcador 
de tamaño molecular (1 Kb Plus DNA Ladder. Invitrogen, Cat. #10787-018), 1: gen 
amoA de N. europaea (493 bp), B1: blanco (agua) para el gen amoA de N. 
europaea, 2: gen SSU rRNA de E. coli (174 bp), B2: blanco (agua) para el gen 
SSU rRNA de E. coli, 3: gen amoA de archaea de suelo (649 bp), B3: blanco 
(agua) para el gen amoA de archaea de suelo, 4: gen SSU rRNA de archaea de 
suelo (918 bp), y B4: blanco para el gen SSU rRNA de archaea de suelo. 
 
 
Una vez clonados y transformados los genes en mención se realizó una PCR 
convencional sobre tres colonias de bacterias teñidas de color blanco 
seleccionadas al azar y las cuales contenían potencialmente los genes de interés 
a cuantificarse. Los productos de PCR obtenidos se visualizaron en un gel de 
500 bp 
1000 bp 
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agarosa al 1.5% obteniéndose el mismo patrón observado en la Figura 4. Este 
hecho confirmó que las colonias de bacterias seleccionadas eran positivas para 
los genes de interés y por consiguiente se procedió a purificar los plásmidos 
correspondientes para ser usados subsecuentemente como estándares para la 
cuantificación de los genes de interés a través de PCR en Tiempo-Real. 
 
7.1.3 Cuantificación de los genes de interés a través de PCR en Tiempo-Real 
para estudiar la actividad de la inhibición biológica de la nitrificación en B. 
humidicola. 
7.1.3.1 Implementación y estandarización de metodología de la PCR en 
Tiempo-Real para determinar la actividad BNI en genotipos de B. humidicola. 
La metodología de la PCR en Tiempo-Real resultó ser la adecuada para 
cuantificar los genes de interés implicados en el proceso de la nitrificación en el 
suelo. Por consiguiente, esta técnica pudo ser implementada para estudiar la 
actividad BNI en genotipos de B. humidicola y en el futuro la misma se puede usar 
para extender este estudio a otros cultivos. La información que apoya esta 
asunción se basa en la obtención de curvas estándar lineales con R2 >0.980 y 
eficiencias de amplificación entre 70 y 93% para todos los genes de interés 
cuantificados. Se obtuvieron curvas estándar (usando diluciones seriadas del 
pDNA de cada gen de interés) entre cuatro y siete órdenes de magnitud en el 
rango de 0.9 x 103 a 4.9 x 109 copias del pDNA. Adicionalmente, se obtuvo una 
buena reproducibilidad y consistencia entre las repeticiones técnicas de cada 
reacción de PCR en Tiempo-Real tal como se evidencia en las tablas 
subsecuentes y en particular en las gráficas de valores de C(t). 
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7.1.3.1.1 Determinación de la reproducibilidad, especificidad, y confiabilidad 
de la PCR en Tiempo-Real para estudiar la actividad BNI  en genotipos de B. 
humidicola a través de la cuantificación de genes a partir de DNA de suelo. 
Las figuras que se muestran a continuación muestran los resultados visuales de 
las gráficas de fluorescencia de las curvas estándar, las gráficas del modelo de 
regresión lineal de las curvas estándar para determinar el número de copias de los 
genes de interés en las muestras de DNA de suelo, y las curvas de melting o 
disociación las cuales determinan la especificidad de los productos de PCR 
obtenidos.  
 
El análisis visual de las gráficas de fluorescencia de las curvas estándar nos 
demuestra si las diluciones seriadas de los estándares son apropiadas para la 
cuantificación subsecuente de los genes de interés. En términos generales, el 
rango de separación de las diluciones seriadas debe estar acorde al factor de 
dilución usado; en nuestro caso la separación o brecha de los estándares entre las 
diferentes diluciones seriadas es el adecuado tomando como referencia un factor 
de dilución de 10 entre cada dilución seriada (Figura 5 a Figura 8).  
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Figura 5. Gráfica de fluorescencia de la curva estándar del gen amoA de N. 
europaea construida a partir de seis diluciones seriadas de pDNA y usada como 
referencia para cuantificar el número de copias del gen amoA de AOB en 
muestras de DNA de suelo. 
 
                   
Figura 6. Gráfica de fluorescencia de la curva estándar del gen SSU rRNA de E. 
coli construida a partir de cuatro diluciones seriadas de pDNA y usada como 
referencia para cuantificar el número de copias del gen SSU rRNA de bacteria en 
muestras de DNA de suelo.          
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Figura 7. Gráfica de fluorescencia de la curva estándar del gen amoA de AOA de 
suelo construida a partir de seis diluciones seriadas de pDNA y usada como 
referencia para cuantificar el número de copias del gen amoA de AOA en 
muestras de DNA de suelo.     
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Figura 8. Gráfica de fluorescencia de la curva estándar del gen SSU rRNA de 
archaea de suelo construida a partir de siete diluciones seriadas de pDNA y usada 
como referencia para cuantificar el número de copias del gen SSU rRNA de 
archaea en muestras de DNA de suelo.          
 
 
En cuanto a los modelos de regresión lineal, se obtuvieron valores de R2 mayores 
a 0.98 lo cual demuestra la confiabilidad del modelo de cuantificación. Así también 
en las gráficas de regresión se puede observar la ubicación de las muestras de 
interés a cuantificarse las cuales yacen entre los estándares (diluciones seriadas 
del pDNA) usados como referencia para la cuantificación de los genes de interés 
(Figura 9 a Figura 12). 
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Figura 9. Gráfica y modelo de regresión de la curva estándar generada a partir de 
cinco diluciones seriadas de pDNA (gen amoA de N. europaea) para cuantificar el 
gen amoA en poblaciones de AOB del suelo. Puntos negros: diluciones seriadas 
del pDNA, Puntos grises: muestras de interés (DNA de suelo), Puntos rojos: 
diluciones seriadas correspondientes a las curvas estándar de los otros genes de 
interés. Modelo de regresión: Y= -0.2532X + 11.71; R2= 0.995 
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Figura 10. Gráfica y modelo de regresión de la curva estándar generada a partir 
de cinco diluciones seriadas de pDNA (gen SSU rRNA de E. coli) para cuantificar 
el gen SSU rRNA en poblaciones de bacterias del suelo. Puntos negros: diluciones 
seriadas del pDNA, Puntos grises: muestras de interés (DNA de suelo), Puntos 
rojos: diluciones seriadas correspondientes a las curvas estándar de los otros 
genes de interés. Modelo de regresión: Y= -0.2996X + 9.85; R2= 0.998 
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Figura 11. Gráfica y modelo de regresión de la curva estándar generada a partir 
de seis diluciones seriadas de pDNA (gen amoA de AOA de suelo) para cuantificar 
el gen amoA en poblaciones de AOA del suelo. Puntos negros: diluciones seriadas 
del pDNA, Puntos grises: muestras de interés (DNA de suelo), Puntos rojos: 
diluciones seriadas correspondientes a las curvas estándar de los otros genes de 
interés. Modelo de regresión: Y= -0.2992X + 10.15; R2= 0.99 
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Figura 12. Gráfica y modelo de regresión de la curva estándar generada a partir 
de cuatro diluciones seriadas de pDNA (gen SSU rRNA de archaea de suelo) para 
cuantificar el gen SSU rRNA en poblaciones de archaea del suelo. Puntos negros: 
diluciones seriadas del pDNA, Puntos grises: muestras de interés (DNA de suelo), 
Puntos rojos: diluciones seriadas correspondientes a las curvas estándar de los 
otros genes de interés. Modelo de regresión: Y= -0.2608X + 10.07; R2= 0.992 
 
 
La curva de melting o disociación es un indicador directo de la especificidad de los 
productos de PCR que se generaron una vez concluidos los ciclos de 
amplificación del gen de interés. Por consiguiente, la especificidad se determina a 
través de la observación cualitativa de los picos de fluorescencia los cuales deben 
traslaparse. Esto indica que los productos de PCR obtenidos son disociados a una 
temperatura específica y por lo tanto los mismos corresponden únicamente al gen 
de interés (Figura 13 a Figura 16).  
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Figura 13. Curva de disociación de la curva estándar y muestras de DNA de suelo 
usadas para cuantificar el número de copias del gen amoA en poblaciones de 
AOB a través de PCR en Tiempo-Real. 
 
 
                             
Figura 14. Curva de disociación de la curva estándar y muestras de DNA de suelo 
usadas para cuantificar el número de copias del gen SSU rRNA en poblaciones de 
bacterias del suelo a través de PCR en Tiempo-Real. 
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Figura 15. Curva de disociación de la curva estándar y muestras de DNA de suelo 
usadas para cuantificar el número de copias del gen amoA en poblaciones de 
AOA a través de PCR en Tiempo-Real. 
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Figura 16. Curva de disociación de la curva estándar y muestras de DNA de suelo 
usadas para cuantificar el número de copias del gen SSU rRNA en poblaciones de 
archaea de suelo a través de PCR en Tiempo-Real. 
 
 
Por otra parte, las tablas 3 a 6 exhiben los datos obtenidos en términos de C(t), 
eficiencia, y número de copias del gen de interés por reacción con su respectivo 
promedio y desviación estándar a partir de dos muestras contrastantes de DNA 
suelo (suelo desnudo y B. humidicola 16888). Los datos de este análisis 
exploratorio demuestran la reproducibilidad de la PCR en Tiempo-Real para 
estudiar el fenómeno BNI usando DNA extraído de muestras de suelo ya que las 
diferencias numéricas observadas son bajas entre las repeticiones técnicas en 
términos de C(t), eficiencia y número de copias del gen/reacción. 
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Tabla 3. Datos promedio de C(t), eficiencias y número de copias del gen/reacción 
obtenidos de tres repeticiones técnicas al cuantificar el gen amoA de AOB en dos 
muestras contrastantes de suelo a través de PCR en Tiempo-Real. 
 
Copias Promedio Desv. est.
Suelo desnudo R1 22.19 72.69 6.63E+05
Suelo desnudo R2 22.40 80.82 5.95E+05
Suelo desnudo R3 22.06 72.04 7.06E+05
B. humidicola  16888 R1 23.41 74.33 3.58E+05
B. humidicola  16888 R2 22.87 70.36 4.69E+05
B. humidicola  16888 R3 22.94 82.63 4.54E+05
4.3E+05 6.0E+04
Muestra DNA C(t)a
Eficienciab 
(%)
Copias gen/reacciónc
6.5E+05 5.6E+04
 
aCiclo umbral [C(t)] o punto de cruce: es el ciclo en el cual la curva de amplificación atraviesa el 
umbral. Es el ciclo donde se produce un incremento significativo detectable en la emisión de 
fluorescencia. bEficiencia: Se estima a partir de la pendiente de la curva estándar. Denota el 
porcentaje de DNA que fue amplificado en cada ciclo. cDatos expresados en notación científica: 
E (exponente) =  x 10n 
 
Tabla 4. Datos promedio de C(t), eficiencias y número de copias del gen/reacción 
obtenidos de tres repeticiones técnicas al cuantificar el gen SSU rRNA de bacteria 
en dos muestras contrastantes de suelo a través de PCR en Tiempo-Real. 
 
Copias Promedio Desv. est.
Suelo desnudo R1 12.46 91.99 1.31E+06
Suelo desnudo R2 12.27 77.07 1.50E+06
Suelo desnudo R3 11.91 71.24 1.92E+06
B. humidicola  16888 R1 15.76 86.81 1.35E+05
B. humidicola  16888 R2 15.83 84.93 1.28E+05
B. humidicola  16888 R3 15.78 76.73 1.32E+05
1.3E+05 3.4E+03
Muestra DNA C(t)a
Eficienciab 
(%)
Copias gen/reacciónc
1.6E+06 3.1E+05
 
aCiclo umbral [C(t)] o punto de cruce: es el ciclo en el cual la curva de amplificación atraviesa el 
umbral. Es el ciclo donde se produce un incremento significativo detectable en la emisión de 
fluorescencia. bEficiencia: Se estima a partir de la pendiente de la curva estándar. Denota el 
porcentaje de DNA que fue amplificado en cada ciclo. cDatos expresados en notación científica: 
E (exponente) =  x 10n 
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Tabla 5. Datos promedio de C(t), eficiencias y número de copias del gen/reacción 
obtenidos de tres repeticiones técnicas al cuantificar el gen amoA de AOA en dos 
muestras contrastantes de suelo a través de PCR en Tiempo-Real. 
 
Copias Promedio Desv. est.
Suelo desnudo R1 19.61 72.48 1.28E+05
Suelo desnudo R2 19.02 69.54 1.82E+05
Suelo desnudo R3 18.97 78.01 1.87E+05
B. humidicola  16888 R1 22.18 74.46 2.77E+04
B. humidicola  16888 R2 21.79 79.13 3.50E+04
B. humidicola  16888 R3 21.56 71.16 4.02E+04
3.4E+04 6.3E+03
Muestra DNA C(t)a
Eficienciab 
(%)
Copias gen/reacciónc
1.7E+05 3.3E+04
 
aCiclo umbral [C(t)] o punto de cruce: es el ciclo en el cual la curva de amplificación atraviesa el 
umbral. Es el ciclo donde se produce un incremento significativo detectable en la emisión de 
fluorescencia. bEficiencia: Se estima a partir de la pendiente de la curva estándar. Denota el 
porcentaje de DNA que fue amplificado en cada ciclo. cDatos expresados en notación científica: 
E (exponente) =  x 10n 
        
Tabla 6. Datos promedio de C(t), eficiencias y número de copias del gen/reacción 
obtenidos de tres repeticiones técnicas al cuantificar el gen SSU rRNA de archaea 
en dos muestras contrastantes de suelo a través de PCR en Tiempo-Real. 
 
Copias Promedio Desv. est.
Suelo desnudo R1 19.84 70.72 1.78E+07
Suelo desnudo R2 19.76 91.90 1.86E+07
Suelo desnudo R3 19.81 74.13 1.81E+07
B. humidicola  16888 R1 23.55 72.91 2.77E+06
B. humidicola  16888 R2 24.05 70.06 2.16E+06
B. humidicola  16888 R3 23.51 69.50 2.83E+06
2.6E+06 3.7E+05
Muestra DNA C(t)a
Eficienciab 
(%)
Copias gen/reacciónc
1.8E+07 3.7E+05
 
aCiclo umbral [C(t)] o punto de cruce: es el ciclo en el cual la curva de amplificación atraviesa el 
umbral. Es el ciclo donde se produce un incremento significativo detectable en la emisión de 
fluorescencia. bEficiencia: Se estima a partir de la pendiente de la curva estándar. Denota el 
porcentaje de DNA que fue amplificado en cada ciclo. cDatos expresados en notación científica: 
E (exponente) =  x 10n 
  
 
Del mismo modo, los C(t) obtenidos en un grupo de tres repeticiones técnicas por 
reacción de PCR en Tiempo-Real para cada gen de interés confirman la 
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reproducibilidad de esta metodología al no presentar mayor variación entre tales 
repeticiones (Figura 17 a Figura 20). Es importante recalcar que en estudios que 
incluyen el uso de la PCR en Tiempo-Real, el C(t) es el ciclo en el cual la 
fluorescencia que acumulan los productos de PCR es detectada por primera vez, y 
por consiguiente es el parámetro usado para determinar la cantidad de DNA 
presente las muestras de interés a través de una interpolación con los valores 
obtenidos de la curva estándar. Por tal razón, este parámetro es vital en términos 
de reproducibilidad entre las repeticiones técnicas que se usen por reacción. 
 
     
Figura 17. Reproducibilidad de la PCR en Tiempo-Real en términos de C(t) 
obtenidos de tres repeticiones técnicas al cuantificar el gen amoA de AOB en dos 
muestras contrastantes de suelo. 
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Figura 18. Reproducibilidad de la PCR en Tiempo-Real en términos de C(t) 
obtenidos de tres repeticiones técnicas al cuantificar el gen SSU rRNA de bacteria 
en dos muestras contrastantes de suelo. 
 
 
           
Figura 19. Reproducibilidad de la PCR en Tiempo-Real en términos de C(t) 
obtenidos de tres repeticiones técnicas al cuantificar el gen amoA de archaea en 
dos muestras contrastantes de suelo. 
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Figura 20. Reproducibilidad de la PCR en Tiempo-Real en términos de C(t) 
obtenidos de tres repeticiones técnicas al cuantificar el gen SSU rRNA de archaea 
en dos muestras contrastantes de suelo. 
 
 
7.1.3.2 Cuantificación de genes en el 4to ciclo de crecimiento de los cultivos. 
7.1.3.2.1 Cuantificación del gen SSU rRNA de bacteria y amoA de AOB en 
muestras de suelo colectadas en el 4to ciclo de crecimiento de los cultivos a 
30 días después de la fertilización con sulfato de amonio. 
El gen SSU rRNA de bacteria cuantificado en este ciclo de crecimiento de los 
cultivo no mostró diferencias significativas a nivel estadístico (P≤0.05) sugiriendo 
que el número inicial de estos genes se encontraban en una cantidad equitativa 
entre el suelo de las parcelas de los cultivos evaluados (Figura 21). Esta tendencia 
relativamente uniforme también indica la naturaleza específica del efecto 
inhibitorio de los exudados de las raíces hacia las poblaciones de AOB (Subbarao 
et al., 2009). La alta variabilidad observada se justifica por el hecho de tratarse de 
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muestras ambientales las que por su naturaleza heterogénea muchas veces 
conllevan niveles altos de variabilidad. 
 
No se observaron diferencias estadísticas significativas para el gen amoA de AOB 
en esta época de muestreo probablemente debido a la alta variabilidad obtenida. 
Este hecho puede deberse a los factores no controlables característicos de 
experimentos a nivel de campo de campo tales como pendiente, y heterogeneidad 
especial del suelo principalmente. Esto a su vez impide encontrar diferencias 
significativas entre los tratamientos. No obstante, se puede observar que la 
tendencia en términos de actividad BNI es la esperada, siendo B. humidicola 
16888 la especie que presenta la mayor actividad BNI y por consiguiente el menor 
número de copias del gen amoA de AOB, cuya cantidad es alrededor de tres 
veces menor que la de suelo desnudo y soya (Figura 21). Adicionalmente, se 
puede observar que a nivel de los pastos  P. maximum mostró la menor actividad 
BNI en comparación con las Brachiarias, hallazgo que se complementa con el 
resultado reportado por Subbarao et al., 2007a al determinar la actividad BNI a 
través del método de bioluminiscencia. 
 
En esta época de muestreo en particular se evidencia el efecto acumulativo de los 
exudados de las raíces de los cultivos en el número de los genes amoA de AOB. 
Ya que no se ha suplido los cultivos con sulfato de amonio por 30 días, es 
probable que la actividad BNI observada en B. humidicola 16888 se deba 
específicamente al tiempo considerado como efecto acumulativo de los exudados 
de las raíces sobre el número de copias del gen de interés. 
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Por otra parte, con base en el número de genes SSU rRNA y amoA, la población 
de AOB representa únicamente el 14% de la población total de bacterias en el 
suelo de B. humidicola 16888 (Figura 21). En suelo desnudo y soya la población 
de AOB representa el 50 y 28% respectivamente. Este hallazgo da evidencia de la 
especificidad y efectividad de los exudados de raíces de B. humidicola en inhibir la 
actividad amonia-oxidante de las poblaciones de AOB. 
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Figura 21. Influencia de pastos tropicales cultivados (en parcelas por más de tres 
años: Septiembre de 2004 a Noviembre de 2007) en la población de bacterias del 
suelo en el 4to ciclo de crecimiento a 30 días después de la fertilización al estimar 
el número de copias del gen SSU rRNA de bacteria y amoA de AOB a través de 
PCR en Tiempo-Real. Los datos se expresaron en número de copias del gen por g 
de suelo seco. Los valores mostrados son medias con sus respectivas 
desviaciones estándar calculadas a partir de tres repeticiones. Barras con letras 
distintas son estadísticamente diferentes (P≤0.05) 
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7.1.3.2.2 Cuantificación del gen SSU rRNA de archaea y amoA de AOA en 
muestras de suelo colectadas en el 4to ciclo de crecimiento de los cultivos a 
30 días después de la fertilización con sulfato de amonio. 
A diferencia de tendencia observada en el gen SSU rRNA de bacteria, el número 
de copias del gen SSU rRNA de archaea sí se vio afectado por los exudados de 
raíces de los cultivos. Esto sugiere que la población total de archaeas (expresada 
como número de copias del gen SSU rRNA) se ve probablemente suprimida por 
los exudados de las raíces de Brachiaria sp. y Panicum maximum (Figura 23). 
Esto a su vez podría indicar que los inhibidores producidos por las raíces de estos 
pastos no son enteramente específicos en su acción sobre las poblaciones de 
AOA (Subbarao et al., 2009). Una explicación alternativa de la tendencia obtenida 
es que existe la posibilidad de que la población de AOA es significativamente 
abundante dentro de la población total de archaeas (Leininger et al., 2006), y por 
tal razón este comportamiento se refleja en la disminución del número de copias 
del gen SSU rRNA principalmente en Brachiaria sp. y Panicum máximum en 
respuesta a los exudados de los raíces. 
 
En el suelo de B. humidicola 16888, el 29% de la población total de archaeas son 
AOA en comparación con 34 y 42% en suelo desnudo y soya. A pesar de que el 
efecto de los exudados de raíces de los pastos suprimieron la población total de 
archaeas, el efecto inhibitorio específico de los exudados de B. humidicola sobre 
AOA es notable en comparación con suelo desnudo y soya (Figura 22). 
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Aunque no se obtuvieron diferencias estadísticamente significativas la tendencia 
de inhibición o supresión por parte de los exudados de Brachiaria sp. es evidente 
en comparación con suelo desnudo y soya (Figura 22). La dificultad en encontrar 
diferencias a nivel estadístico radica nuevamente en las variables de campo que 
no son controlables tales como pendiente, humedad, sitios de alta actividad (hot 
spots), etc. Este hecho sumado a la naturaleza heterogénea temporal y espacial 
de muestras ambientales (suelo) podría ser el responsables de la alta variabilidad 
obtenida en el análisis estadístico y por lo tanto enmascarar los resultados 
observados. Sin embargo, es importante recalcar que la tendencia observada en 
términos número de copias del gen amoA de AOA por parte de Brachiaria sp es la 
esperada, obteniéndose el menor número en B. humidicola 16888. Esto confirma 
nuevamente la actividad BNI de Brachiaria sp. sobre las poblaciones de AOA. 
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Figura 22. Influencia de pastos tropicales cultivados (en parcelas por más de tres 
años: Septiembre de 2004 a Noviembre de 2007) en la población archaeas del 
suelo en el 4to ciclo de crecimiento a 30 días después de la fertilización al estimar 
el número de copias del gen SSU rRNA de archaea y amoA de AOA a través de 
PCR en Tiempo-Real. Los datos se expresaron en número de copias del gen por g 
de suelo seco. Los valores mostrados son medias con sus respectivas 
desviaciones estándar calculadas a partir de tres repeticiones. Barras con letras 
distintas son estadísticamente diferentes (P≤0.05) 
 
 
7.1.3.3 Cuantificación de genes en el 5to ciclo de crecimiento de los cultivos. 
7.1.3.3.1 Cuantificación del gen SSU rRNA de bacteria en muestras de suelo 
colectadas en el 5to ciclo de crecimiento de los cultivos a un día después de 
la fertilización con sulfato de amonio. 
A partir de esta época de muestreo se incluyo el genotipo Brachiaria híbrido cv. 
Mulato el cual no se incluyó en las épocas de muestreo anteriores debido a 
problemas técnicos. Como se observa en la Figura 23, hay un reducido efecto de 
los exudados de las raíces de los cultivos evaluados en la población total de 
bacterias (expresadas como número de copias del gen SSU rRNA). Esto se 
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evidencia en que no se encontraron diferencias significativas a nivel estadístico 
entre los tratamientos. Del mismo modo, se puede concluir que la población inicial 
de bacterias es uniforme entre los tratamientos evaluados lo cual permite que 
haya precisión en la cuantificación del gen amoA de AOB.  
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Figura 23. Influencia de pastos tropicales cultivados (en parcelas por más de tres 
años: Septiembre de 2004 a Noviembre de 2007) en la población de bacterias del 
suelo en el 5to ciclo de crecimiento a un día después de la fertilización al estimar el 
número de copias del gen SSU rRNA de bacteria a través de PCR en Tiempo-
Real. Los datos se expresaron en número de copias del gen por g de suelo seco. 
Los valores mostrados son medias con sus respectivas desviaciones estándar 
calculadas a partir de tres repeticiones. Barras con letras distintas son 
estadísticamente diferentes (P≤0.05) 
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7.1.3.3.2 Cuantificación del gen amoA de AOB en muestras de suelo 
colectadas en el 5to ciclo de crecimiento de los cultivos a un día después de 
la fertilización con sulfato de amonio. 
Se encontraron diferencias significativas entre los tratamientos evaluados, siendo 
las más importantes las observadas entre las parcelas de B. humidicola 16888 y 
soya la cual posee más número de copias del gen amoA de AOB en 
aproximadamente 10 órdenes de magnitud en comparación con B. humidicola 
16888 (Figura 24). Esto permite inferir que B. humidicola 16888 tiene la capacidad 
de inhibir o suprimir la nitrificación de una forma considerable al compararla con 
una especie estimulante de la nitrificación como lo es la soya. 
 
Por otra parte, la fertilización con sulfato de amonio ejerció su efecto en la 
población de AOB la cual representó solamente el 0.018% de la población total de 
bacterias [expresadas en número de copias del gen SSU rRNA por g suelo seco] 
(Figura 24). Esto podría indicar que la aplicación de sulfato de amonio estimuló 
significativamente la liberación de compuestos BNI de las raíces de B. humidicola 
lo que causó una disminución considerable de la población de AOB.  
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Figura 24. Influencia de pastos tropicales cultivados (en parcelas por más de tres 
años: Septiembre de 2004 a Noviembre de 2007) en la población de bacterias 
amonia-oxidantes (AOB) del suelo en el 5to ciclo de crecimiento a un día después 
de la fertilización al estimar el número de copias del gen amoA de AOB a través de 
PCR en Tiempo-Real. Los datos se expresaron en número de copias del gen por g 
de suelo seco. Los valores mostrados son medias con sus respectivas 
desviaciones estándar calculadas a partir de tres repeticiones. Barras con letras 
distintas son estadísticamente diferentes (P≤0.05) 
 
 
7.1.3.3.3 Cuantificación del gen SSU rRNA de archaea en muestras de suelo 
colectadas en el 5to ciclo de crecimiento de los cultivos a un día después de 
la fertilización con sulfato de amonio. 
Se obtuvo el menor número de genes SSU rRNA de archaea en el suelo de B. 
humidicola 16888 (Figura 25). Sin embargo, no existen diferencias significativas 
entre los suelos de los genotipos de Brachiaria sp. y Panicum maximum. Por otra 
parte, es clara la diferencia en el número de copias de genes SSU rRNA de 
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aproximadamente seis órdenes de magnitud entre los genotipos de Brachiaria sp. 
y P. maximum en comparación con las parcelas de soya y suelo desnudo. Al igual 
que en el 4to ciclo a 30 días después de la fertilización, en este muestreo se 
observa el efecto de los exudados de raíces, particularmente de Brachiaria sp. 
sobre la población total de archaeas expresada como número de copias del gen 
SSU rRNA. Este hecho puede atribuirse una vez más a que la población total de 
archaeas se ve suprimida por el efecto de los exudados de Brachiaria sp., o 
alternativamente a que el número de copias de genes amoA de AOA es 
supremamente abundante dentro de la población total de archaeas. Por lo tanto,  
esto hace que el efecto de los exudados de Brachiaria sp. se refleje en una 
disminución significativa de la abundancia de genes SSU rRNA de archaea. 
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Figura 25. Influencia de pastos tropicales cultivados (en parcelas por más de tres 
años: Septiembre de 2004 a Noviembre de 2007) en la población de archaeas del 
suelo en el 5to ciclo de crecimiento a un días después de la fertilización al estimar 
el número de copias del gen SSU rRNA de archaea a través de PCR en Tiempo-
Real. Los datos se expresaron en número de copias del gen por g de suelo seco. 
Los valores mostrados son medias con sus respectivas desviaciones estándar 
calculadas a partir de tres repeticiones. Barras con letras distintas son 
estadísticamente diferentes (P≤0.05) 
 
 
7.1.3.3.4 Cuantificación del gen amoA de AOA en muestras de suelo 
colectadas en el 5to ciclo de crecimiento de los cultivos a un día después de 
la fertilización con sulfato de amonio. 
El número de genes amoA de AOA de Brachiaria sp. es más de dos veces 
superior al observado en suelo desnudo y soya (Figura 26). Este hecho evidencia 
que los exudados de las raíces del genotipo B. humidicola 16888 principalmente 
están suprimiendo o inhibiendo de forma significativa la población de AOA, lo cual 
a la vez sugiere que este genotipo posee una actividad BNI considerable.  
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Así también es claro que el número de copias del gen amoA de AOA es alrededor 
de 1000 veces mayor que el observado en las AOB si consideramos únicamente 
el valor reportado para B. humidicola 16888 (Figura 24). Este hallazgo es 
consistente con resultados publicados que establecen que las AOA son mucho 
más abundantes que sus contrapartes AOB en ecosistemas terrestres (Leininger 
et al., 2006).  
 
Aunque el mayor porcentaje de AOA dentro de la población total de archaeas se 
observó en B. humidicola 16888, el efecto de los exudados de este pasto sobre la 
población de AOA (expresada en número de genes amoA) es una de las mayores 
en su efecto inhibitorio sobre los genes amoA en comparación con suelo desnudo 
y soya (Figura 26). Esta tendencia confirma la alta actividad BNI por parte de B. 
humdicola. 
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Figura 26. Influencia de pastos tropicales cultivados (en parcelas por más de tres 
años: Septiembre de 2004 a Noviembre de 2007) en la población de archaeas 
amonia-oxidantes (AOA) del suelo en el 5to ciclo de crecimiento a un día después 
de la fertilización al estimar el número de copias del gen amoA de AOA través de 
PCR en Tiempo-Real. Los datos se expresaron en número de copias del gen por g 
de suelo seco. Los valores mostrados son medias con sus respectivas 
desviaciones estándar calculadas a partir de tres repeticiones. Barras con letras 
distintas son estadísticamente diferentes (P≤0.05) 
 
 
7.1.3.3.5 Efecto de la fertilización con sulfato de amonio en el 5to ciclo de 
crecimiento de los cultivos a un día después de la fertilización. 
El incremento del número de genes amoA de AOA se debe muy probablemente al 
efecto de la fertilización con sulfato de amonio ya que éste representa la principal 
fuente de alimento de los microorganismos amonia-oxidantes (Okano et al., 2004). 
Este incremento, sin embargo, fue más notable en los genes amoA de AOA ya 
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que éstas son mucho más abundantes que las AOB como se mencionó 
anteriormente. 
 
El efecto de la fertilización en el incremento de los genes amoA de AOA es 
evidente si confrontamos el número de genes obtenidos en el 4to ciclo a 30 días 
después de la fertilización y el obtenido en el 5to ciclo a 1 día después de la 
fertilización. Para el caso particular de B. humidicola 679 y B. humidicola 16888 el 
número de genes amoA de AOA se incrementaron en 20 y 17 órdenes de 
magnitud respectivamente en respuesta a la aplicación de sulfato de amonio. 
(Tabla 7). Una tendencia similar se observó en el gen SSU rRNA de archaea. Sin 
embargo, tal como se observó en las gráficas del 5to ciclo a 1 día después de la 
fertilización, la actividad BNI de B. humidicola no se vio afectada por la aplicación 
del fertilizante. Esto sugiere que el sulfato de amonio juega un papel importante en 
estimular y mantener la actividad BNI en B. humidicola independientemente del 
incremento del número de genes amoA de AOA en respuesta a la presencia de 
sulfato de amonio en el suelo. Por otra parte, también se observó un incremento 
en el número de genes de SSU rRNA de bacteria (entre 2 y 3 órdenes de 
magnitud) en respuesta a la aplicación del fertilizante. No obstante, este 
incremento no fue tan significativo como lo observado en el gen amoA de AOA y 
SSU rRNA de archaea. 
 
La fertilización con sulfato de amonio también estimuló y mantuvo la actividad BNI 
de los exudados de las raíces de B. humidicola independientemente de las 
variaciones en el número de copias del gen amoA de AOB y AOA tal como 
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muestran las gráficas del 5to ciclo de crecimiento a 1 día después de la 
fertilización. B. humidicola 16888 exhibió una actividad BNI alta  (número reducido 
de genes amoA) en comparación a suelo desnudo y soya a pesar del incremento 
del número de copias del gen amoA de AOA en relación con el gen amoA de AOB. 
El gen amoA de AOB contrariamente disminuyó en 370 veces para el caso de B. 
humidicola 16888, y 254 y 111 veces para suelo desnudo y soya, 
respectivamente, en respuesta a la fertilización con sulfato de amonio. Este 
comportamiento se debe probablemente a que la estimulación de la actividad BNI 
en B. humidicola por parte del sulfato de amonio es más efectiva sobre la 
población de AOB. Alternativamente podrían existir ciertos factores químicos del 
suelo ,que junto con la aplicación del fertilizante, afectaron el tamaño poblacional 
de las AOB en todos los tratamientos. 
 
Tabla 7. Variación en el número de microorganismos del suelo en respuesta a la 
fertilización con sulfato de amonio al comparar el 4to y 5to ciclo de crecimiento de 
los cultivos a 30 días y un día después de la fertilización respectivamente. 
 
Suelo desnudo 3 -254 36 12
Soya 2 -111 37 10
P. maximum 3 -176 21 11
B. humidicola  679 3 -316 31 20
B. humidicola  16888 2 -370 21 17
Tratamiento - Cultivo
 SSU rRNA 
Bacteria
amoA 
AOB
 SSU rRNA 
Archaea
amoA 
AOA
 
Las poblaciones de microorganismos se expresaron en número de copias del gen por g de suelo 
seco y fueron cuantificados a través de PCR en Tiempo-Real 
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7.1.3.3.6 Cuantificación del gen SSU rRNA de bacteria y amoA de AOB en 
muestras de suelo colectadas en el 5to ciclo de crecimiento de los cultivos a 
30 días después de la fertilización con sulfato de amonio. 
En esta época de muestreo se observa que no existen diferencias estadísticas 
significativas entre las parcelas de les especies evaluadas en lo que respecta al 
número de copias del gen SSU rRNA de bacteria (Figura 27). Tal como en las 
épocas de muestreo anteriores la tendencia observada demuestra que el efecto de 
los exudados de las raíces de las especies evaluadas no afecta la población total 
de bacterias del suelo (expresada en número de copias de gen SSU rRNA). Esto 
evidencia que los exudados de las raíces tienen un efecto inhibitorio sobre un 
grupo específico de bacterias del suelo. La tendencia observada adicionalmente 
sugiere que la cantidad inicial de los genes SSU rRNA de bacteria es constante 
entre las parcelas de las especies evaluadas. Esto indica a su vez que al 
cuantificar los genes amoA de AOB se elimina la posibilidad de una sub o 
sobreestimación ya que se cuenta con una cantidad uniforme de genes SSU rRNA 
bacterianos en todas las parcelas de las especies evaluadas.  
 
La especie híbrido mulato mostró el menos número de copias del gen amoA de 
AOB aunque el mismo no fue estadísticamente diferente de B. humidicola 16888 y 
P. maximum (Figura 30). P. maximum no es estadísticamente diferente de suelo 
desnudo y B. humidicola 679 a pesar de que la cantidad de genes del primero 
duplica al segundo. Este hallazgo, sin embargo, implica que los genotipos de B. 
humidicola presentan actividad BNI en comparación con los controles (suelo 
desnudo y soya).  
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Por otra parte, el efecto del tiempo (efecto acumulativo de la liberación de los 
exudados de las raíces) es claro en esta época de muestreo ya que hubo un 
aumento en la cantidad del número de copias del gen amoA de AOB en tres 
órdenes de magnitud en comparación con el 5to ciclo, 1 día después de la 
fertilización (Figura 24). A pesar de que el número de copias del gen amoA de 
AOB se incrementó notablemente en todas las parcelas de las especies 
evaluadas, la tendencia de la actividad BNI se mantiene siendo las especies de B. 
humidicola las que presentan la mayor actividad (menor número de copias del gen 
amoA de AOB). 
 
Los genes amoA en el suelo de B. humidicola 16888 solo representaron el 15% de 
la población total de bacterias en comparación con el 41% encontrado en suelo 
desnudo y el 55% encontrado en soya (Figura 27). Esto refleja la naturaleza 
específica de los exudados de B. humidicola en inhibir o suprimir la actividad 
enzimática de las AOB en términos de amonia-oxidación. 
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Figura 27. Influencia de pastos tropicales cultivados (en parcelas por más de tres 
años: Septiembre de 2004 a Noviembre de 2007) en la población de bacterias del 
suelo en el 5to ciclo de crecimiento a 30 días después de la fertilización al estimar 
el número de copias del gen SSU rRNA de bacteria y amoA de AOB a través de 
PCR en Tiempo-Real. Los datos se expresaron en número de copias del gen por g 
de suelo seco. Los valores mostrados son medias con sus respectivas 
desviaciones estándar calculadas a partir de tres repeticiones. Barras con letras 
distintas son estadísticamente diferentes (P≤0.05) 
 
 
7.1.3.3.7 Cuantificación del gen SSU rRNA de archaea en muestras de suelo 
colectadas en el 5to ciclo de crecimiento de los cultivos a 30 días después de 
la fertilización con sulfato de amonio. 
En la Figura 28 se observa que híbrido mulato presentó el menor número de 
copias del gen SSU rRNA de archaea. Sin embargo, no se encontraron diferencias 
significativas a nivel estadísticos entre las parcelas de los tratamientos evaluados. 
Del mismo modo, en este muestreo no se obtuvo la tendencia esperada en 
términos de actividad BNI pues el genotipo B. humidicola 679 presenta casi la 
misma cantidad de genes que soya, y además esta cantidad es notablemente 
superior a la observada en B. humidicola 16888, híbrido mulato y Panicum 
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maximum. Se puede atribuir este hecho nuevamente a la influencia de las 
variables topográficas del suelo, principalmente la pendiente, lo cual 
probablemente fue la causa de la tendencia inusual obtenida en esta época de 
muestreo. 
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Figura 28. Influencia de pastos tropicales cultivados (en parcelas por más de tres 
años: Septiembre de 2004 a Noviembre de 2007) en la población archaeas del 
suelo en el 5to ciclo de crecimiento a 30 días después de la fertilización al estimar 
el número de copias del gen SSU rRNA de archaea a través de PCR en Tiempo-
Real. Los datos se expresaron en número de copias del gen por g de suelo seco. 
Los valores mostrados son medias con sus respectivas desviaciones estándar 
calculadas a partir de tres repeticiones. Barras con letras distintas son 
estadísticamente diferentes (P≤0.05). 
 
 
7.1.3.3.8 Cuantificación del gen amoA de AOA en muestras de suelo 
colectadas en el 5to ciclo de crecimiento de los cultivos a 30 días después de 
la fertilización con sulfato de amonio. 
Híbrido mulato mostró el menor número de genes amoA de AOA sin ser 
estadísticamente diferente de los demás tratamientos incluidos suelo desnudo y 
soya (Figura 29). Inesperadamente se observó una gran cantidad de copias del 
gen en el suelo de B. humidicola 679 la cual fue muy similar a la observada en 
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soya y suelo desnudo. Al igual que en la época de muestreo anterior, las variables 
topográficas del suelo pudieron influir la tendencia obtenida. Esta asunción se 
apoya con los resultados químicos (medición de nitritos y nitratos del suelo) 
obtenidos para este muestreo los cuales mostraron el mismo comportamiento 
(datos no presentados). Alternativamente, la pendiente leve del terreno en donde 
se estableció el experimento pudo contribuir al momento de realizar los riegos por 
gravedad en las parcelas lo cual permitió el lavado o movimiento de 
microorganismos de una parcela a otra. Por otra parte, la heterogeneidad espacial 
del suelo también pudo ser una limitante (Kirk et al., 2004) que impidió medir con 
precisión el efecto de los exudados de las raíces de los cultivos en el número de 
genes amoA de AOA. 
 
El porcentaje de AOA que representa la población total de archaeas fue el 4% 
para B. humidicola 16888 y 9% para B. humidicola 679 en comparación con el 6% 
y 8% para suelo desnudo y soya, respectivamente. Una vez más, el factor 
heterogeneidad del suelo y otras variables pudieron haber contribuido en la 
alteración de las proporciones esperadas en respuesta a los exudados de raíces 
de los pastos evaluados (Figura 29). 
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Figura 29. Influencia de pastos tropicales cultivados (en parcelas por más de tres 
años: Septiembre de 2004 a Noviembre de 2007) en la población de archaeas 
amonia-oxidantes (AOA) del suelo en el 5to ciclo de crecimiento a 30 días después 
de la fertilización al estimar el número de copias del gen amoA de AOA través de 
PCR en Tiempo-Real. Los datos se expresaron en número de copias del gen por g 
de suelo seco. Los valores mostrados son medias con sus respectivas 
desviaciones estándar calculadas a partir de tres repeticiones. Barras con letras 
distintas son estadísticamente diferentes (P≤0.05). 
 
 
En síntesis, los resultados obtenidos evidencian que Brachiaria humidicola en 
particular posee la capacidad de inhibir la nitrificación a través de la liberación de 
los exudados de sus raíces. Los pastos de B. humidicola los cuales están muy 
bien adaptados a los ambientes de producción bajos en nitrógeno de las sabanas 
sudamericanas (Rao et al., 1996) mostraron la actividad BNI más alta. Por el 
contrario, P. maximum, el cual está adaptado a sistemas de producción intensivos 
que requieren la entrada de cantidades substanciales de insumos (Rao et al., 
1996) mostró la actividad BNI más baja de los pastos evaluados. 
  
 95
La inhibición de la nitrificación probablemente hace parte de los mecanismos de 
adaptación para conservar y usar el N de forma eficiente en algunos de los 
sistemas naturales donde el N es el factor limitante principal del crecimiento y 
reproducción (Subbarao et al., 2006a). Así, el estrés por N podría ser la fuerza 
dominante que impulsa a la inhibición biológica de la nitrificación (BNI) como un 
mecanismo adaptativo (Rice y Pancholy, 1972; Lata et al., 2004).  
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8. CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS 
Ø En este estudio se determinó el efecto de los exudados de las raíces de 
genotipos de Brachiaria humidicola en el número de genes funcionales de los 
microorganismos amonia-oxidantes del suelo involucrados en el proceso de la 
nitrificación. 
 
Ø Se implementó y estandarizó la metodología de la PCR en Tiempo-Real para 
determinar la actividad BNI en genotipos de B. humidicola. Esta metodología 
demostró ser la adecuada para la caracterización del fenómeno BNI en el suelo 
al mostrar una buena reproducibilidad, especificidad y eficiencia en la 
cuantificación de los genes de interés. Por consiguiente, la aplicación de esta 
metodología en la caracterización del fenómeno BNI en otras especies 
permitirá identificar la posible diversidad genética en términos de actividad BNI 
en dichas especies. Este hecho podría sentar las bases para desarrollar 
estudios de genómica funcional que permitan identificar los genes 
responsables de la característica  BNI en cultivos de importancia agrícola y 
genética. 
 
Ø Los datos moleculares (expresados en número de copias del gen de interés / 
g de suelo seco) confirmaron la ocurrencia del fenómeno BNI usando el pasto 
tropical B. humidicola como modelo de estudio. El número de copias de los 
genes amoA de AOB y AOA del suelo en las parcelas del genotipo B. 
humidicola CIAT 16888 fue menor en la mayoría de las épocas de muestreo 
en comparación con los controles (soya y suelo desnudo) y los demás pastos 
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tropicales. Este hallazgo confirma que B. humidicola 16888 posee una alta 
capacidad de inhibir la acción amonia- oxidante de las AOB y AOA lo cual 
evidencia una alta actividad BNI para este genotipo al compararlo con los 
demás pastos tropicales analizados y los controles. 
 
Ø La aplicación de sulfato de amonio al suelo tuvo un único efecto en el notable 
incremento del número de genes amoA de AOA y SSU rRNA de archaea tal 
como se observó en el 5to ciclo de crecimiento de los cultivos a un día 
después de la fertilización. Esto se debe a la mayor abundancia de 
poblaciones AOA en comparación con poblaciones de AOB. No obstante, la 
tendencia de la actividad BNI por parte de los genotipos de B. humidicola se 
mantuvo estable a pesar de la aplicación de fertilizante y el incremento de los 
genes amoA de AOA. Esto nos permite concluir que la aplicación del sulfato 
de amonio estimula y mantiene la actividad BNI de B. humidicola. 
 
Ø El efecto acumulativo de los exudados de las raíces de Brachiaria sp. en el 
tiempo se observó en todas las épocas de muestreo. A pesar de las 
variaciones en el número de genes de bacterias y archaeas del suelo 
inducidas por la aplicación de sulfato de amonio, la tendencia de actividad BNI 
en los tratamientos evaluados se mantuvo constante observándose la mayor 
actividad BNI en B. humidicola en comparación con los otros pastos y 
controles (suelo desnudo y soya). 
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Ø Se sugiere realizar un estudio de cuantificación de genes de AOB y AOA 
como indicadores para determinar los parámetros ambientales del suelo que 
afectan la actividad BNI en B. humidicola. Tales parámetros podrían incluir 
pero no limitarse a pH, fuente de nitrógeno, tipo de suelo, entre otros. 
 
Ø Puesto que ya se ha reportado que las AOA son numéricamente mucho más 
abundantes que las AOB en ecosistemas terrestres se recomienda hacer un 
análisis de expresión génica para determinar si la actividad amonia-oxidante 
de las AOA es también superior a la de AOB. Este análisis permitirá asignar 
un mayor beneficio agrícola y ambiental a la actividad BNI de Brachiaria sp. la 
cual tiene la facultad de inhibir la acción amonia-oxidante de ambos grupos 
de microorganismos. 
 
Ø Una vez identificados los genes que gobiernan la característica BNI, éstos 
pueden ser explotados en programas de fitomejoramiento ya sea del género 
Brachiaria o de otras especies vegetales. 
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